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Abstract 
	 
【背景】	 
汎用プラスチックによる環境汚染は、深海にまで及んでいる。これらの代替品として注目され
る生分解性プラスチック  (生プラ ) を利用する上で、高圧下の深海環境での分解性に関する知見
は不可欠である。そこで本研究では、深海性の生プラ分解菌が生産する関連酵素  (エステラーゼ ) 
について、圧力に対する性質を検討した。圧力条件と酵素の基質特異性の変化についての実験は
前例がなく、本実験が初の試みである。	 
【実験】	 
深海底泥から分離された好冷好圧菌 Moritella sp. JT01 株を培養し、培養上清に分泌されるエス
テラーゼを、硫安分画、陰イオン交換クロマトグラフィーによって粗精製した。粗精製酵素の、
大気圧ならびに 300 MPa までの各圧力条件下における活性および基質特異性の変化を、炭素鎖数
2 から 18 までの p-nitrophenyl 化合物を用いて調べた。比較として、土壌由来の同じ γ-プロテオバ
クテリアである、Pseudomonas cepacia 由来のリパーゼを用いて、同様の実験を行った。	 
さらに、JT01 株エステラーゼ遺伝子の取得と、大腸菌を用いた遺伝子発現を試みた。ショット
ガンクローニング法、クリアゾーン法により、tributyrin を分解する酵素遺伝子を探索し塩基配列
の決定・相同性検索を行った。得られた遺伝子を大腸菌に導入し、大量発現を試みた。	 
【結果】	 
JT01 株の酵素は、大気圧下で p-nitrophenyl octanoate (pNPO ; C8) に最も高い活性を示したのに
対し、P. cepacia 由来リパーゼは p-nitrophenyl decanoate (pNPD ; C10) に最も高い活性を示した。
これらの、各々に最も適合した基質を用いて各圧力条件下における活性を調べた結果、ともに 150 
MPa でも大気圧下に比べ約 80 %の活性を示し、耐圧性が確認された。これらの酵素において、基
質特異性の圧力条件による変化は特に見られず、圧力は、これらの酵素の基質特異性にほぼ影響
しないことが示唆された。  
また、エステラーゼ酵素遺伝子の探索の結果、既知のエステラーゼやリパーゼと有意な相同性
をもつ遺伝子を 3 つ取得し、大腸菌での大量発現の検討を行った。  
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第 1章 序論 
 
 
1.1	 はじめに 
 
プラスチック製品は，我々の生活に深く浸透している。全世界のプラスチック生産量は，2010
年時点で年間 2億 6,500万トンに上る 1) が，それに伴い，廃棄物処理の問題が浮上してきた。不
法投棄など，適切な処理をされずに放置されたプラスチックは，景観を損なうだけでなく，野生
動物に害をもたらすこともある。 
海洋においても様々なゴミが漂流しており，近年特にプラスチック製品の割合が多くなってい
る。海棲哺乳類や海鳥がこれらのプラスチックゴミに絡まることによる被害や，餌と誤って飲み
込んで死に至るということなどが多数報告されている。また，漁網やカゴ漁具などは，一定の割
合で誤って人の手を離れ，海洋に流出してしまう。それらが海中にとどまって漁業資源を獲り続
ける，いわゆるゴーストフィッシングと呼ばれる問題を引き起こしている 2)。 
さらに，(独) 海洋研究開発機構の調査により，深度 6,300	 mの深海にも，買い物袋などの身
近なプラスチック製品が蓄積していることが報告されている (Fig. 1)3)。これらは表層を漂流して
いたプラスチックゴミが，長い時間を経て深海に沈んだものと考えられる。深海は最終的なゴミ
の溜まり場となっている可能性があり，深海生物や生態系に大きな影響を与えている事が予想さ
れる。 
これらの問題は，プラスチックが化学的に安定，かつ微生物反応に耐性があるために腐らない
という，使用する上では利点となる性質によって引き起こされている。近年のプラスチック需要
とそれに伴う生産量の増加によって，これらの問題への早急な対処が求められている。 
 
 
 
1.2	 生プラ分解機構解明の必要性 
 
プラスチックによる環境汚染の対策の 1つとして，生分解性プラスチック (生プラ) の利用が
期待され，近年，注目を集めている。生プラは，通常のプラスチック製品と同じように使用する
ことができ，使用後は，環境中に存在する微生物によって水と二酸化炭素にまで分解される機能
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を持ったプラスチックの総称である。生プラの識別表示制度を運営する日本バイオプラスチック
研究会 (JBPA) では「使用中は通常のプラスチックと同程度の機能を保ちながら，使用後は自然
界に存在する微生物の働きによって低分子化合物に分解され，最終的に炭酸ガスや水などの無機
物に分解される高分子素材」と定義している 4)。現在，大きく分けて 3つの生プラ素材が開発さ
れている。セルロースやキチン等の天然物由来の高分子，ポリヒドロキシブタン酸などの微生物
産生高分子，そして，ポリカプロラクトンやポリ乳酸等の化学合成高分子である 4)。これらの生
プラ素材は，既に，農業用フィルム，ゴミ袋，食品トレーなど様々な製品として実用化されてい
る (Fig. 2)。汎用プラスチックに替わって生プラが普及することにより，自然環境中に流出・放
置された場合でも，環境への負荷を最小限に抑えることが可能となる。 
生プラは，使用期間中には用途に要求される充分な性能を維持し，使用後には速やかに分解さ
れるという，相反する機能をバランス良く発揮することが求められる。この機能を需要に応じて
制御するためには，分解時の環境における分解機構の解明が不可欠である 5)。 
海洋においても生プラの利用が進んでおり，また，前述のように陸圏で使用された生プラが最
終的に海域へ至ることもわかっているが，生プラ分解に関する知見は土壌などの陸圏が多く，特
に，深海における生プラ分解については未知の部分が多い。 
生プラとして開発されている上述の原料高分子のほとんどは，エステル結合やグリコシド結合
など，自然界に豊富に存在するエステラーゼやグリコシダーゼなどの酵素によって分解されるよ
うに設計されている。このため，自然環境下における生プラ分解機構として，微生物が生産する
分解酵素によって起こる分解が知られているが，深海においては，このような微生物や酵素に関
する研究例が，現時点ではほとんど存在しない。 
 
 
 
1.3	 生プラ分解性細菌，Moritella sp. JT01株 
 
(独) 海洋研究開発機構の航海 KR07-14 (2007年 11月，主席 : 加藤千明) において実施された
「かいこう 7000Ⅱ」による潜航調査において，日本海溝の深海底泥が採取された。泥の採取には，
MBARI式コアサンプラーが使用された。加藤らは，船上にて，採取した泥を人工海水と懸濁し，
生プラ素材 (ポリ-ε-カプロラクトン ; PCL) を懸濁させたMarine Broth培地中にて，加圧下 (50 
MPa, 4 ℃) で集積培養を行い，寒天培地に塗布した。これを 4 ℃，大気圧条件下で約 1週間培
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養し，生プラ懸濁培地の濁りを薄く，または透明にするクリアゾーン形成菌株を探索した。その
結果，深度5,356 mの底泥から，PCLを効率的に分解するMoritella sp. JT01株が分離された (Fig. 
3-a)6)。本 JT01株は 8 ℃，30 MPaをその生育至適とする，好冷・好圧性の深海性細菌である (Fig. 
3-b)。本菌が菌体外に生産する PCL分解酵素は，エステル結合を加水分解する酵素であることが
予想された。以下，本酵素を JT01株由来エステラーゼと称する。 
 
 
 
1.4	  JT01株由来エステラーゼ 
 
著者らは，JT01株を 8 ℃，大気圧条件下で培養した上清から，約 40 KDaの酵素を粗精製し
た。本酵素を 30分間各温度に保った後に活性を測定し，熱安定性を調べた結果，40 ℃で処理し
たものが，30分間氷上に置いたものとほぼ変わらない活性を示した。また，50 ℃で処理したも
のも，氷上のものに比べて 90 %近い活性を維持しており (Fig. 4)，比較的高い熱安定性を示した
7)。 
深海や塩湖，温泉などの特殊な環境 (極限環境) に生息する微生物が生産する酵素は，一般的
にその環境に適応した性質を示す。海底の熱水噴出孔などで発見された好熱菌が生産する酵素は，
至適温度が高く，熱に対して極めて安定であるが，低温では活性を持たない。一方，南極などの
寒冷域から分離される好冷菌が生産する酵素は，低温でも活性を示すが，熱に対して安定性が低
いという性質をもつ 8)。 
また，タンパク質に圧力をかけると，その構造が変化し，活性が大きく阻害されることが一般
的に知られている 9)。しかし，深海微生物由来の酵素は，高圧環境下でも働くことが必須条件で
あり，加圧下での安定性を有していると考えられる。さらに，前述したように，JT01株の生息環
境は水温が 2 ℃程度であるのに対し，培養上清から得られたエステラーゼの熱安定性が比較的高
い。このことから，本酵素の加圧下での安定性と温度に対する安定性に，何らかの相関性がある
可能性が考えられた。 
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1.5	 本研究の目的 
 
本研究では，生分解性プラスチック分解に関わると考えられる酵素について，深海の高水圧下
における活性への影響を検討することを目的とした。具体的には，Moritella sp. JT01株の培養
上清からエステラーゼを粗精製し，圧力条件を変えて活性を測定するとともに，その基質特異性
を調べた。酵素の基質特異性と圧力に関する実験は前例がなく，本研究が最初である。また，特
殊な性質を有する酵素は，産業等への応用が期待される。本研究は有用酵素の探索という視点に
おいても重要であることから，今後の研究の発展とともに産業利用を鑑み，遺伝子情報を得るこ
とは不可欠であると考えた。そこで，続いて JT01株から染色体 DNAを抽出し，ショットガンク
ローニング法を用いてエステラーゼ遺伝子を探索した。シーケンス解析によってその塩基配列を
決定した。その後，得られた遺伝子の，大腸菌内での大量発現条件を検討した。 
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第 2章 実験方法 
 
 
2.1	 JT01株由来エステラーゼの粗精製 
 
(独) 海洋研究開発機構保管の，生プラ分解性好冷・好圧菌であるMoritella sp. JT01株を培養
し，その上清からエステラーゼを粗精製した。培養から精製まで全ての過程を氷上または 4℃の
低温室で行った。 
 
2.1.1	 培養 
JT01株の培養には，DifcoTM Marine Broth 2216液体培地を使用した。3日間 8 ℃で前培養
した JT01株の培養液を，最終濃度が 0.1 % (v/v) になるように新たな液体培地に加えることで植
菌し，8 ℃で 1 週間振とう培養した。培養終了後，8,000 rpm で 20 分間遠心分離し (himac 
CF16RX Versatile Compact Centrifuge ; HITACHI)，培養上清を得た。夾雑するプロテアーゼ
による目的タンパク質の分解を防ぐため，阻害剤として， cOmplete, EDTA-free (Roche 
Diagnostics Japan) を上記の培養上清に添加した。 
 
2.1.2	 硫安分画 
得られた培養上清に 1 M Tris-HClバッファー (pH 8.0) を最終濃度が 2 % (v/v) になるように
加えた。Ammonium sulfateを乳鉢で砕いたものを用意した。終濃度 60 %となる分量を秤量し，
培養上清を撹拌しながら，細かく砕いたAmmonium sulfateを少しずつ加え，完全に溶解させた。
これを 15,000 rpm で 20 分間遠心分離し (GRX-220 High Speed Refrigerated Centrifuge ; 
TOMY)，タンパク質の沈殿を得た 10)。 
 
2.1.3	 透析 
タンパク質の沈殿を，100 mM Tris-HClバッファー (pH 8.0) で溶解させた。透析膜チューブ 
(ヴィスキングチューブ，直径 28.6 cm ; 日本メディカルサイエンス) にタンパク質溶液を入れ，
Milli-Q水に浸して一晩置いた。Milli-Q水は撹拌し，透析開始から 3時間後に新しいものに交換
した 10)。 
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2.1.4	 陰イオン交換クロマトグラフィー 
担体には DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) を用い，1.5 cm×13 cmのカラムに
充填した。β-Mercaptoethanolを 1 mM添加した 50 mM Tris-HClバッファー (pH 8.0) を，カ
ラム体積のおよそ 5 倍量流して平衡化したカラムに，透析後のタンパク質溶液を供した。次に上
記バッファーで再び充分に非吸着タンパク質等を流した後，目的のタンパク質を溶出させた。溶
出における NaCl濃度勾配は 0 ~ 1 Mとした。フラクションコレクターを用い，溶出液を分取し
た 10)。 
 
2.1.5	 エステラーゼ活性試験 
p-Nitrophenyl butyrate (pNPB) (C4 ; 炭素鎖数 4) を基質として，分取したクロマトグラフィ
ー溶出液のエステラーゼ活性試験を行った。pNPB基質溶液は，pNPB 50 µl，Acetonitrile 24.95 
µl，99.8 % Ethanol 25 µlを混合し，pNPB濃度が 0.1 % (w/v) となるよう調製した 11)。100 mM 
Tris-HClバッファー (pH7.5) 800 µl，pNPB基質溶液 100 µl，各画分の溶出液 100 µlを混合し
た反応液 1 ml の，400 nm における吸光度の変化を 0 ~ 30 秒間測定した。分光光度計は
UV-1600PC UV-Spectro Photometer (SHIMADZU) を使用し，測定は 25 ℃で行った。 
 
2.1.6	 脱塩濃縮と SDS-PAGE 
前項にて高い活性を示した画分をまとめ，分画分子量 10,000の限外濾過 (Amicon Ultra-15 ; 
Merck Millipore) を行った後，脱塩濃縮した。限外濾過チューブの高分子側に濃縮された溶液に
100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) を数 ml入れ，泡立てないようピペッティングし，再度
遠心分離した。これを 3回繰り返し，濃縮液の洗浄を行って粗酵素液とした。 
得られた粗酵素液から 5 µlを採取して Sample Buffer Solution (2ME+)(×4) (Wako) 5 µlと混
合し，100 ℃で 5 分間加熱した。この処理液 10 µl を，12.5 % ポリアクリルアミドゲル 
(SuperSepTM Ace ; Wako) を用いて泳動させた。泳動は，20 mA，100 Vでおよそ 1時間行った。
分子量マーカーとして，Kareidoscope Prestained Standards (BIO RAD) を使用した。泳動終了
後，CBB-R250染色液で 1時間染色し，一晩脱色処理した。染色液ならびに脱色液の組成は，Table. 
1-a, 1-bに示した 12)。 
 
2.1.7	 Bradford法によるタンパク質濃度の測定 
粗精製した JT01株由来エステラーゼ溶液のタンパク質濃度を，Bradford法に基づいた測定値
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より算出した。本実験には Bradford試薬として，Quick StartTM Bradford Protein Assay (BIO 
RAD) を使用し，このプロトコールに従った。検量線作成のスタンダードとして，Bovine serum 
albumin (BSA) を使用した。 
各濃度に希釈した BSA溶液 20 µl (Table. 2) と，JT01株由来エステラーゼ溶液 20 µlに，上
記 Bradford試薬を 1 mlずつ加えて撹拌した。室温で 5 ~ 30分間静置した後，595 nmにおける
吸光度を測定した。3 つの試料を個別に調製して試験を行い，得られた数値から平均値を算出し
た。 
 
 
 
2.2	 活性測定 
 
JT01株由来エステラーゼについて，炭素鎖数 2 ~ 18の各基質 (2.2.1参照) を用い，分解活性
に関する酵素の基質特異性を検討した。圧力条件を変化させて活性測定を行い，大気圧下と加圧
条件下において，基質特異性に変化が見られるか調べた。さらに，JT01株由来エステラーゼの各
圧力条件 (0.1 ~ 300 MPa) における活性を測定した。 
また，市販されている Pseudomonas cepacia 由来リパーゼ (Sigma-Aldorich) を 10 mM 
Tris-HClバッファー (pH 8.0) に 1 mg/mlの濃度で溶解させた溶液を用い，JT01株由来エステ
ラーゼと同様の実験を行った。 
尚，活性測定時の温度は全て 25 ℃とした。 
 
2.2.1	 基質特異性試験 
JT01株由来エステラーゼの，大気圧下における基質特異性を調べた。基質は，p-Nitrophenyl 
acetate (pNPA ; C2)，pNPB (C4)，p-Nitrophenyl hexanoate (pNPH ; C6)，p-Nitrophenyl 
octanoate (pNPO ; C8)，p-Nitrophenyl decanoate (pNPD ; C10)，p-Nitrophenyl myristate 
(pNPM ; C14)，p-Nitrophenyl palmitate (pNPP ; C16)，p-Nitrophenyl stearate (pNPS ; C18) を
用いた (Table. 3)。各試薬 50 mg (液体の場合は 50 µl)，Acetonitrile 24.95 µl，99.8 % Ethanol 25 
µlを混合し，基質濃度が 0.1 % (w/v) となるように基質溶液を調製した 11)。 
100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) 947 µl，基質溶液 50 µl，JT01株由来エステラーゼ 3 µl
を混合した反応液 1 mlについて，400 nmにおける 1分間当たりの吸光度の変化を 3回ずつ測定
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した。基質自体の分解の影響を考慮し，コントロールとして，酵素溶液の代わりに滅菌 Milli-Q
水を加えた反応液で同様に測定した。酵素溶液での各測定結果とコントロール値との差から，実
際の吸光度変化を算出した。最も高い活性を示した基質における 1 分間当たりの吸光度の変化値
を 100 %として，各基質に対する酵素活性を相対的に比較した。 
P. cepacia由来リパーゼは，100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) 945 µl，基質溶液 50 µl，
P. cepacia由来リパーゼ 5 µlを混合した反応液 1 mlを用いて同様の測定を行った。 
 
2.2.2	 加圧条件下の基質特異性試験 
0.1 MPa, 50 MPa，150 MPa，250 MPaにおける，JT01株由来エステラーゼの基質に対する
活性を調べた。測定には，(独) 海洋研究開発機構所有の高圧分光光度計を使用した (RF-5300PC 
SpectroFluoro Photometer ; SHIMADZU)。本装置は，加圧ポンプでセルホルダー内に水を送り
込むことによってセル内部を加圧状態にする。円筒形の石英ガラスセルに，シリコン製のキャッ
プを付け，この部分が圧力で潰れることによって，セル内の反応液が加圧される (Fig.5)。測定開
始から 60秒は大気圧，その後加圧し，測定開始から 160秒後に脱圧した (Fig. 6)。 
基質は，短鎖基質，JT01 株由来エステラーゼが最も高い特異性を示した基質，および長鎖基
質の 3種類を用いた。100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) 1946 µl，各基質溶液 50 µl，JT01
株由来エステラーゼ 4 µlを混合した反応液 2 mlの，400 nmにおける吸光度の変化を測定した。
また，最も高い特異性を示した基質については，吸光度の変化が大きく，データの信頼度が低下
するため，酵素液量を半分にして測定し，後のデータ処理でこれを考慮した。各測定は 3 回行っ
た。圧力による基質自体の分解の影響を考慮し，コントロールとして，酵素溶液の代わりに滅菌
Milli-Q水を加えた反応液で同様に測定した。JT01株由来エステラーゼを反応させた場合の活性
の変化値と，コントロール実験のそれぞれの値との差から，実際の変化 (傾き) を算出した。JT01
株由来エステラーゼ溶液 1 ml当たり，1分間の吸光度の変化量 (ΔAbs / min･ml) を算出し，各
圧力条件下の活性の絶対値として比較した。大気圧下の傾きと，加圧下の傾きの比を，大気圧下
を 100 %として相対的に表し，基質特異性を比較した。 
P. cepacia由来リパーゼは，100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) 1945 µl，各基質溶液 50 µl，
P. cepacia由来リパーゼ 5 µlを混合した反応液 2 mlを用い，上記と同様の測定を行った。こちら
も吸光度の変化量が大きすぎる場合のみ，半分の酵素液量で測定した。 
2.2.3	 加圧条件下の活性測定 
JT01株由来エステラーゼの，各圧力条件における活性を調べた。 
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圧力条件は，50 MPa，100 MPa，150 MPa，200 MPa，250 MPa，300 MPaとした。基質
は，短鎖基質，JT01 株由来エステラーゼが最も高い特異性を示した基質，および長鎖基質の 3
種類を使用した。JT01株由来エステラーゼを反応させた場合の，大気圧下での活性の変化値 (傾
き) ，加圧下での活性の変化値 (傾き) と，コントロール実験のそれぞれの値との差から，実際の
変化値 (傾き) を算出した。大気圧下の傾きと加圧下の傾きとの比を，大気圧下を 100 %として
相対的に表した。 
測定における反応液は，2.2.2と同様に調製した。 
 
 
 
2.3	 JT01株由来エステラーゼ遺伝子の探索 
 
エステラーゼ遺伝子の探索は主に，ショットガンクローニング法と，基質を添加したプレート
培地におけるクリアゾーン法を併せ用いて行った。 
 
2.3.1	 染色体 DNAの抽出 
Moritella sp. JT01株から，以下の操作で染色体 DNAを抽出した。 
JT01株を 100 ml培養して集菌した菌体に，50 mM Glucose，25 mM Tris-HCl (pH 8.0)，10 
mM EDTA (pH 8.0) の混合溶液を 2 ml加えて懸濁させた。200 µlの 10 mg/ml Lysozymeを加
え，緩慢に撹拌しながら 20分間氷上に置いた。200 µlの 0.5 M EDTA，120 µlの 10 % SDS，10 
µlの 10 mg/ml RNaseをそれぞれ加えて緩やかに撹拌し，37 ℃で 30分間反応させた。さらに，
10 µlの 20 mg/ml Proteinase Kを加えて 45 ℃で 1時間反応させた。溶液と等量の Phenolを加
えて緩やかに撹拌し，8,000 rpm，4 ℃で 10分間遠心分離した。白色の沈殿物を避けて上清を採
り，Phenolと Chloroformを等量ずつ加えて撹拌した。8,000 rpm，4 ℃で 5分間遠心分離し，
白色沈殿物を避けて上清を採取した。Phenolと Chloroformによる処理を，白色沈殿物が見られ
なくなるまで 2 ~ 3回繰り返した。得られた上清に 5 ml Chloroformを加えて撹拌し，8,000 rpm，
4 ℃で 5分間遠心分離した。得られた上清に 1/10量の 3 M CH3COONa (pH 5.2) を加えて緩や
かに撹拌し，さらに 2倍量の 99 % Ethanol (-30 ℃に冷やしたもの) を，チューブの内壁に沿わ
せてゆっくりと加えた。ガラス棒で染色体 DNAを巻き取り，70 % ethanol (-30 ℃に冷やしたも
の) で洗った後，TE バッファー  (Table. 4) に溶解させた。得られた染色体 DNA 溶液に
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Chloroformを 1滴滴下し，4 ℃で保存した。 
 
2.3.2	 制限酵素処理 
Moritella sp. JT01株の染色体 DNAと，ベクターpUC119 (TAKARA) を，6塩基を認識して
突出末端を形成する EcoRⅠ  (New England Biolabs)，HindⅢ，BamHⅠ，および SalⅠ 
(TAKARA) の 4種類の制限酵素をそれぞれ用いて処理した (Table. 5-a, 5-b)。具体的には，ベク
ターの場合，制限酵素 1 µl，制限酵素用バッファー2 µl，滅菌Milli-Q水 15 µlに，pUC119溶液 
(1 µg/µl) を 2 µl混合し，37 ℃で一晩，制限酵素処理を行った。JT01株 DNAの場合，制限酵素
制限酵素 5 µl，制限酵素用バッファー10 µl，滅菌Milli-Q水と JT01株 DNAおよそ 10 µg量を
混合し，合計 100 µlとして，37 ℃で一晩，処理を行った。 
切断されたベクターについて，Bacterial Alkaline Phosphatase (BAP) 処理を行った。制限酵
素処理後のベクター溶液 20 µlに，滅菌Milli-Q水 24 µl，10×BAPバッファー5 µl，BAP溶液 1 
µlを加えた。37 ℃で 1時間処理した後，TEバッファーを 50 µl加えて全量を 100 µlとした。こ
こに Phenolを 50 µl混合し，12,000 rpm，4 ℃で 5分間遠心分離した。上清に Phenolを 50 µl
混合し，同様の処理を再度行った。得られた上清におよそ 1 mlの Diethyl etherを混合し，上澄
みの有機層を廃棄した。この Diethyl ether 処理を 2 回繰り返した後，チューブの蓋を開けたま
ま 65 ℃で 2 ~ 3 分処理し，残存する Diethyl ether を揮発させた。ここに，10 µl の 3 M 
CH3COONaと，250 µlの 99.5 % Ethanolを混合して撹拌した。これを-80 ℃でおよそ 10分間
置き，12,000 rpm，4 ℃で 5分間遠心分離した。上清を廃棄し，沈殿に 500 µlの 70 % Ethanol
を加え，再度 12,000 rpm，4 ℃で 5 分間遠心分離した。これを減圧乾燥機で完全に乾燥させ，
15 µlの TEバッファーに溶解させた。 
切断された JT01株 DNAを 1.2 % Agarose Sゲルで電気泳動した。およそ 2 ~ 10 kbのサイズ
のバンドをゲルから切り出し，Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)を用いて
ゲルから断片化 DNAを抽出・精製した。この操作は，次に DNA断片とベクターを結合させる際，
小さいサイズのDNA断片が多くなってしまうことを防ぐために行った。精製した断片化DNAは，
最終的に 25 µl TEバッファーに溶解させた。 
 
 
2.3.3	 ライゲーション，トランスフォーメーション 
対応する制限酵素で処理したDNA断片 5 µlとベクターpUC119 (TAKARA ) 5 µlを混合した。
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ここに，混合液と等量である 10 µlの Ligation High ver. 2.1 (TOYOBO) を加え，16 ℃で 30分
間反応させて，DNA断片をベクターpUC119と結合させた。次に，この組換え体プラスミド溶液
20 µlを大腸菌 Escherichia coli JM109株のコンピテントセル溶液 200 µlと混合し，氷上で 1時
間静置後，42 ℃で１分間処理することで導入した。この遺伝子導入された各E. coli JM109株を，
2×TY培地 (Table. 6) に植菌し，37 ℃でおよそ 3時間培養した。培養後，寒天培地にプレーテ
ィングし，37 ℃で一晩培養した。ここでの寒天培地は，LB寒天培地 (Table. 7) に，抗生物質で
あ る Ampicillin (50µg/ml) ， 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 発 す る IPTG (Isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside, 0.05 mM)，0.5 % (v/v) の Tributyrinを加え，超音波処理によって
乳化させた状態で固めたものと，さらに X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside，
40 µg/ml) を混合して作成したもの両方を用いた (Table. 8)。X-Galを混合した寒天培地では，ベ
クターに DNA 断片が挿入されていると白いコロニーが形成され，挿入されていないと青いコロ
ニーが形成される。この青白選択法を用い，寒天培地上に形成されるコロニーの大部分が白いコ
ロニーとなることを確認した。 
 
2.3.4	 エステラーゼ活性をもつ組換え大腸菌株の探索 
一晩培養後，これらのプレートを 15 ℃に数日間静置し，低温下で Tributyrinを分解してクリ
アゾーンを形成する株を探索した。クリアゾーン形成株を全て選抜し，活性クローン株としてシ
ングルコロニーを得た。 
 
2.3.5	 エステラーゼ遺伝子の解析と系統樹の作成 
得られた活性クローン株からさらに 2次スクリーニングとして，クリアゾーンを明瞭に形成す
る株や，コロニーの直下にクリアゾーンを形成する株を選抜した。これらを，Ampicillin (50 
µg/ml) を添加した 3 mlの 2×TY培地で培養し，QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) を用
いてプラスミド DNA を抽出した。得られたプラスミド DNA に挿入された DNA 断片について，
DNAシーケンサー (ABI 3130xl) にて塩基配列を決定した。プライマーは TAKARAのM13 M4 
(GTTTT CCCAG TCACG AC) とM13 RV (CAGGA AACAG CTATG AC) を使用した。1回のシ
ーケンシングで決定された配列から，さらにプライマーを設計するプライマーウォーキング法に
より，DNA断片の両端から順に塩基配列を決定した。 
シーケンシングで明らかとなった部分配列を全て比較し，同じ配列をもつものを 1つのグルー
プとして分類した。各グループについて，クローン断片のほぼ全長の塩基配列を決定後，ORF 
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(Open Reading Frame) 検索を行った。得られた ORF 情報から，遺伝子配列データベース 
(DDBJ) への BLAST 検索により，エステラーゼやリパーゼとして既に報告されている配列と照
会して相同性の高いものを調べた。有意な相同性が示された近縁の既知のアミノ酸配列と，本研
究における活性クローン株の DNA 断片から得られたアミノ酸配列から，Clustal W 法を用いて
エステラーゼやリパーゼの系統樹を作成した。 
 
 
 
2.4	 遺伝子発現の条件検討 
 
得られた遺伝子のうち，遺伝子サイズがおよそ 1 kbで，推定分子量がおよそ 34,000と解析さ
れた活性クローン E21は，推定分子量，遺伝子サイズともに JT01株由来エステラーゼと近いこ
とから，E21を実験対象に選択した。E. coliにこの遺伝子を導入して形質転換し，過剰発現させ
る条件検討を試みた 10)。実験に使用した発現ベクターには，発現実験でよく利用されている
pQE80L，pQE70 (QIAGEN)，pET-28a (+) (Novagen) の 3種類を用いた。これらは全て，発現
タンパク質のアミノ酸配列の末端にヒスチジン (His) が 6 つ連なる (His-tag) よう設計された
ベクターである。また，宿主には E. coli JM109株と E. coli BL21 (DE3) 株を利用した。 
 
2.4.1	 ベクターpQE80L 
ベクターpQE80L は，アミノ酸配列の N 末端側に His-tag が付くよう設計されたベクターで
ある。本項ではまず，ベクターpQE80Lを実験に用いた。 
活性クローン E21 のプラスミド DNA の挿入遺伝子部分を，PCR で増幅した。プライマーに
は， E21F-Bam2 (AGGAT CCTTG AAAAA CACAG TGAAG CGTTC GATT) ，および
E21R-Hind (TAAGC TTAAG ACTTA TTTAG ATGCT TATTT ATAAA GTC) を使用した。増幅
した遺伝子を，Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systemを用いて精製した。次に，精製 PCR
産物とベクターを BamHⅠと HindⅢで制限酵素処理した。処理後，1.2 % Agarose Sゲルで電気
泳動し，ゲルから活性クローン E21 の遺伝子とベクターのバンドを切り出した。次いで，再び
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systemを用いて遺伝子とベクターを精製し，Ligation High 
ver. 2.1と混合して結合させた。このプラスミド DNAを E. coli JM109株に導入した。活性クロ
ーン E21 の目的遺伝子が，設計通りに pQE80L に挿入されているかの確認のため，シーケンス
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解析を行った。プライマーは，pQE80F-1 (CACCT GACGT CTAAG AAACC)，pQE80R-2 
(CAACG GTGGT ATATC CAGTG) を使用した。 
組換え JM109株を，37 ℃，30 ℃，25 ℃でそれぞれ培養した。2×TY培地に Ampicillin (50 
µg/ml) を添加した培地を 5本ずつと，コントロールとして 1本，計 16本準備し，全て 37 ℃で
培養を初めた。OD660が 0.4 ~ 0.6の時点で，コントロールは培養を終了した。他の 15本には，
IPTGを 0.05 mMとなるよう添加した。添加後から 2，4，6，8，10，22時間後で 1本ずつ培養
を終了し，遠心分離で集菌後，-80 ℃で凍結した。 
次に，同じベクターを用い，宿主に E. coli BL21 (DE3) を使用して実験を行った。培養時間
に注目し，より温度を低温に設定して，長時間培養した 13)。培養温度は 16 ℃と 8 ℃に設定し，
IPTG濃度は 1 mMとした。初めから各温度で培養を開始し，12時間後に IPTGを添加した。そ
の後，3日間と 6日間培養を続け，それぞれ個別に回収した。 
 
2.4.2	 ベクターpQE70 
次に，ベクターpQE70 (QIAGEN) を使用した。これは，アミノ酸配列の C末端側に His-tag
が付くよう設計されたベクターである。 
活性クローン E21のプラスミド DNAの挿入遺伝子部分を，PCRで増幅した。プライマーは，
E21F-Sph (AGCAT GCGAT TGAAA AACAC AGTGA AGCGT TCGAT T) ，および E21R-Bgl 
(TAGATCTAGACTTATTTAGATGCTTATTTATAAAGTC) を使用した。以降，2.4.1の pQE80L
と同様の操作で，E. coli BL21 (DE3) 株に導入した。培養温度を 16 ℃および 8 ℃とし，培養開
始から 12時間後に IPTG (1 mM) を添加した。この実験も，3日後と 6日後に培養を終了した。 
 
2.4.3	 ベクターpET-28a (+) 
最後に，ベクターpET-28a (+) (Novagen) を使用した。このベクターは，エステラーゼやリパ
ーゼの遺伝子発現に用いられる例が多く 14),15),16)，アミノ酸配列の N 末端側に His-tag が付くよ
う設計されたベクターである。 
活性クローン E21のプラスミド DNAの挿入遺伝子部分を，PCRで増幅した。プライマーは，
pQE80Lと同様に E21F-Bam2，および E21R-Hindを使用した。以降，2.5.1の pQE80Lと同様
の操作で，E. coli BL21 (DE3) 株に導入した。培養温度は 37，30，25 ℃，IPTG濃度は 1 mM
とした。全て 37 ℃で培養を開始し，2時間後に IPTGを添加した後，37 ℃培養では 4時間，30 ℃
と 25 ℃の場合は 22時間培養して，回収した。 
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2.5発現酵素の精製 
 
2.5.1	 細胞破砕 
発現検討の各条件で培養した E21 クローン遺伝子導入株の培養液について，エステラーゼ活
性を測定するために，超音波による細胞破砕処理を行った。遠心分離による集菌後，菌体ペレッ
トを NaClを添加した Tris-HClバッファー (pH 8.0) に懸濁させて洗浄した。再遠心分離により
得られた菌体ペレットを，β-mercaptoethanol を添加した TE バッファーで再度懸濁した。10 
mg/ml Lysozymeを 0.1 mg/mlとなるように加え，氷上で 20分間静置して細胞壁を破壊した。
その後，菌体懸濁液を氷水に漬けた状態で，ホモジナイザーを用いて，10 秒間破砕処理，10 秒
間待機を10回繰り返した。菌体懸濁液の液面が透明になったことを確認した後，これを9,000 rpm，
4 ℃で 30分間遠心分離し，上清を回収した。 
また，ベクターpET-28a (+) を使用した場合では，細胞破砕に凍結融解法を採用した。超音波
破砕法と同様に Lysozyme を加えて細胞壁を破壊した後，-80 ℃に凍結し，次に 10 ℃でゆっく
り融解させる処理を 2回繰り返した。菌体溶液の粘性が増したら，15,000 rpm，4 ℃で 30分間
遠心分離し，上清を回収した。 
 
2.5.2	 エステラーゼ活性試験 
細胞破砕後の段階におけるエステラーゼ活性の有無を確認するため，破砕上清のエステラーゼ
活性を測定した。100 mM Tris-HClバッファー (pH 7.5) 800 µl，pNPB基質溶液 100 µl，細胞
破砕上清 100 µlを混合した反応液 1 mlの，400 nmにおける吸光度の変化を測定した。測定は
25 ℃で行った。 
 
 
2.5.3	 Ni-アフィニティークロマトグラフィー 
エステラーゼ活性が確認された細胞破砕上清を，ニッケル (Ni) -アフィニティーカラム (Ni 
SepharoseTM 6 Fast Flow ; GE Healthcare) を用いて分離した。ここでは，発現酵素に付いてい
る His-tagが Niと特異的に結合することで，他のタンパク質等から目的の発現タンパク質が分離
する。まず，Lysisバッファー (pH 8.0 ; 50 mM Tris-HCl, 10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 2 mM 
β-mercaptoethanol) でカラムを平衡化した。ここに破砕上清を供し，再び Lysisバッファーを流
して充分に洗浄した。その後，Washバッファー (pH 8.0 ; 50 mM Tris-HCl, 20 mM Imidazol, 300 
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mM NaCl, 2 mM β-mercaptoethanol) を流してさらに洗浄し，最後に Elutionバッファー (pH 
8.0 ; 50 mM Tris-HCl, 250 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 2 mM β-mercaptoethanol)を流して目
的のタンパク質を溶出させた 10)。 
 
2.5.4	 陰イオン交換クロマトグラフィー 
ベクターpET-28a (+) を使用した条件検討では，エステラーゼ活性が確認された細胞破砕上清
を，陰イオン交換カラム (DEAE Sepharose Fast Flow ; GE Healthcare) を用いて分離した。バ
ッファーは，β-mercaptoethanolを添加した 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) を用い，溶出における
NaCl濃度勾配は 0 ~ 1 Mとした。フラクションコレクターで溶出液を分取した。 
 
2.5.5	 脱塩濃縮と SDS-PAGE 
pNPB を基質として，溶出液のエステラーゼ活性確認試験を行った。Ni-アフィニティークロ
マトグラフィーの溶出液は，活性確認後，分画分子量 10,000 の限外濾過を行い，脱塩濃縮した。
陰イオン交換クロマトグラフィーによる溶出液は，最も高い活性を示した画分 (フラクション No. 
14) およびその前後をまとめて，2.1.6と同様に脱塩濃縮した。 
得られた組換え酵素液 10 µlと，Sample Buffer Solution (2ME+)(×4) (Wako) 10 µlを混合し，
2.1.6と同様の処理を行った後，12.5 % ポリアクリルアミドゲルで 20 µl泳動した。泳動は，20 mA，
100 Vでおよそ 1時間行った。泳動終了後，CBB-R250染色液で 1時間染色し，一晩脱色処理し
た 12)。 
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第 3章 結果と考察 
 
 
3.1	 JT01株由来エステラーゼの粗精製 
 
JT01 株培養上清からの酵素精製において，陰イオン交換クロマトグラフィーによる分画を行
った。得られたフラクションコレクター画分の活性測定では，フラクション No. 30が最も高い活
性を示した (Fig. 7)。これに続いて高い活性を示した No. 24 ~ 32のフラクションと合わせ，脱塩
濃縮した。 
濃縮後の SDS-PAGEの結果，若干の夾雑タンパク質は存在するが，分子量約 40 KDaのタン
パク質が得られたことが示された (Fig. 8)。また，濃縮タンパク質溶液のエステラーゼ活性も確
認できたため，これを JT01株由来エステラーゼ溶液として，以下の実験に供した。 
BSAスタンダードを用いて Bradford法における検量線を作成したところ，濃度を算出する式
は以下のようになった。 
タンパク質濃度 x (µg/ml) = (A595- 0.6412) / 0.0008 
この式から JT01 株由来エステラーゼ溶液のタンパク質濃度を算出し平均値を採った結果，濃度
はおよそ 0.1 mg/mlであった。 
 
 
 
3.2	 JT01株由来エステラーゼおよび P. cepacia由来リパーゼの活性測定 
 
3.2.1	 基質特異性試験 
JT01株由来エステラーゼと P. cepacia由来リパーゼについて，基質特異性を調べた結果，そ
れぞれ pNPO (C8)，および pNPD (C10) を基質とした場合に最も高い活性を示した。JT01株由
来エステラーゼは，pNPO (C8) を基質とした場合を 100 %とすると，pNPH (C6) で 83 %の活
性を示した。それ以外の基質では，いずれも 20 %程度，あるいは 20 %未満であった (Fig. 9)。 
P. cepacia由来リパーゼも同様に，pNPD (C10) を基質とした場合を 100 %とすると，pNPO 
(C8) で 82 %の活性を示した。さらに，pNPH (C6) と pNPP (C16) で 40 %前後の活性を示した 
(Fig. 9)。両酵素共に，p-Nitrophenyl基質については，短鎖の基質により高い特異性を示す傾向
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が見られた。 
 
3.2.2	 加圧条件下の基質特異性試験 
3.2.1の結果から，最も高い特異性を示した基質として，JT01株由来エステラーゼの試験には
pNPO (C8)，P. cepacia由来リパーゼでは pNPD (C10) を用いた。また，短鎖基質として pNPB 
(C4)，長鎖基質として pNPM (C14) を用いた。 
JT01株由来エステラーゼは，基質 pNPO (C8) の場合，大気圧，50，150，250 MPaの順に，
3回活性を測定した平均値で，295，230，185，98 ΔAbs / min･mlとなった。基質 pNPB (C4) で
は，同順に 24，23，17，11 ΔAbs / min･ml，基質 pNPM (C14) では，33，26，20，6 ΔAbs / min･
mlとなった (Fig. 10-a)。一方，P. cepacia由来リパーゼは，基質 pNPD (C10) の場合，大気圧，
50，150，250 MPaの順に，136，147，94，27 ΔAbs / min･mlとなった。基質 pNPB (C4) で
は，同順に 13，15，13，13 ΔAbs / min･ml，基質 pNPM (C14) では，32，19，15，3 ΔAbs / min･
mlとなった (Fig. 10-b)。 
これらの結果から，JT01 株由来エステラーゼについては，いずれの基質でも，加圧に伴って
活性が低下することが示され，基質特異性は加圧によって変化しないことが確認された。P. 
cepacia由来リパーゼの場合は，若干の違いはあるものの同様な活性低下が見られ，やはり基質特
異性が加圧によって変化する様子は見られなかった。 
一般的に，加圧に伴い酵素の構造が変化することで，活性が阻害されることが知られている 9)。
今回実験に使用したいずれの基質においても，加圧に伴って活性が低下し，基質特異性は変化し
ないことがわかった。以上から，加圧によって活性部位の構造が変化するが，それまでとは異な
る基質と結合するような特徴的な変化はなかったと考えられる。圧力と基質特異性に関する実験
は前例がなく，今回 1 つの結論を示したことは大きい。しかし，これはエステラーゼの一例に過
ぎない。他のエステラーゼやリパーゼ，あるいは全く別の酵素で，圧力によって基質特異性が変
化する可能性もある。圧力は酵素の性質において重要な要素であり，今後，様々な酵素の研究に
おいて検討されるべき項目であると考えられる。 
 
3.2.3	 加圧条件下の活性測定 
3.2.2と同様に，JT01株由来エステラーゼと P. cepacia由来リパーゼがそれぞれ最も高い特異
性を示した基質である pNPO (C8) と pNPD (C10)，短鎖基質の pNPB (C4)，長鎖基質の pNPM 
(C14) を用いて，加圧条件下での活性を総合的に検討した (Fig.11)。 
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JT01株由来エステラーゼは，基質 pNPO (C8) の場合，大気圧下における活性を 100 %とす
ると，3回活性を測定した平均値で，50，100，150，200，250，300 MPaの順に 99，87，69，
54，33，14 %の残存活性を与えた。基質 pNPB (C4) の場合，大気圧下を 100 %とすると，同順
に 88，76，45，32，29，12 %の残存活性を与えた。基質 pNPM (C14) の場合，大気圧下を 100 %
とすると，50，150，250 MPaの順に 80，56，8 %の残存活性となった (Fig. 11-a)。 
P. cepacia由来リパーゼは，基質 pNPD (C10) の場合，大気圧下を 100 %とすると，50，150，
250 MPaの順に 106，71，20 %の残存活性を与えた。基質 pNPM (C14) の場合，大気圧下を 100 %
とすると，同順に 2.4，3.7，9.4 %の残存活性を与えた。基質 pNPB (C4) の場合，大気圧下を 100 %
とすると 50，100，150，200，250，300 MPaの順に 108，96，71，36，16，18 %の残存活性
を与えた (Fig. 11-b)。 
JT01株由来エステラーゼは，特異性の高い pNPO (C8) では，生息環境に近い 50 MPaでは
大気圧下とほぼ変わらない活性を示した。また，深度 10,000 mに相当する 100 MPaでも 90 %
近い残存活性を示した。さらに，加圧に伴う残存活性の低下は，pNPB (C4)，pNPM (C14) を基
質とした場合に比べ，緩やかな傾向が見られた。以上から，特異性の高い基質では，加圧下での
残存活性がより高いことが示唆された。 
一方，P. cepacia 由来リパーゼは，常圧菌由来であるにもかかわらず，大気圧下に比べて 50 
MPaで残存活性が少し上昇した。これは，その酵素が常圧菌由来であるため高圧力下で活性が低
下するとは一概に言えない可能性を示した。これまでに研究されているいくつかの圧力適応酵素
の実験では，比較として用いた酵素が圧力下でも活性を示したような例はない。今回使用した酵
素のように市販のものは，基本的な酵素の性状については調べられて公開されている。しかし，
圧力という項目は一般的に存在しない。P. cepacia 由来リパーゼ以外にも，常圧環境に起源をも
つ酵素であっても，加圧により活性が上昇するようなものがある可能性が考えられる。 
 
 
 
3.3	 JT01株由来エステラーゼ遺伝子の探索 
 
JT01株の染色体 DNAを精製後，260 nmと 280 nmにおける吸光度の比率から濃度を算出し
たところ，およそ 1.5 mg/mlであった。各制限酵素処理により断片化した DNAを挿入したベク
ターpUC119を，E. coli JM109に導入後，X-Gal混合の寒天培地で培養したところ，EcoRⅠ処
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理 DNA導入株では，寒天培地上の全コロニーの 82 %，HindⅢ処理 DNA導入株では 81 %，BamH
Ⅰ処理 DNA 導入株では 76 %が白いコロニーとなり，遺伝子の導入が確認できた。一方，SalⅠ
処理 DNA導入株ではコロニー自体がほとんど形成されなかった (Fig. 12)。 
X-Gal を含まない Tributyrin 混合寒天培地で，37 ℃で一晩培養後，15 ℃に数日間静置した
ところ，EcoRⅠ処理 DNA導入株と，HindⅢ処理 DNA導入株からクリアゾーン形成株が多数得
られた。これらを全て継代し，再度 15 ℃におけるクリアゾーン形成を確認した結果，EcoRⅠ処
理 DNA導入株から 42株，HindⅢ処理 DNA導入株から 29株を活性クローンとして単離した。 
上記の計 71活性クローンに導入された DNA断片を，それらの塩基配列の違いから，5つのグ
ループに分けた。各グループから，シーケンス解析によって塩基配列が決定され，且つ寒天培地
上でクリアゾーンを良好に形成したものとして，活性クローン E15，E21，E28 (E ; EcoRⅠ処理
DNA導入株)，H38，H39 (H ; HindⅢ処理 DNA導入株) をそれぞれ選択した。 
以上 5つのクローン断片の塩基配列から，ORF (Open Reading Frame) を検索したところ，
活性クローン E15に 1つ，E21に 1つ，E28に 2つ，H38に 5つ，H39に 1つの ORFが存在
した (Fig. 13, Table 9)。ORFのアミノ酸配列の BLAST検索の結果，E15，E21，H39について
は，データベース上に載っている既知のエステラーゼやリパーゼなどと有意な相同性を示した 
(Table. 10)。E28の 2つと，H39の 5つの ORFは，Tributyrinを分解した活性クローンである
にもかかわらず，エステラーゼやリパーゼとの相同性は見られなかった。これらの ORF は，こ
れまでに知られている酵素とは全く異なる配列をもった，新規な酵素である可能性が考えられる。
しかし，大腸菌が元々もっているエステラーゼ活性の発現を増強するような遺伝子が存在した可
能性も残されている。 
E15，E21，H39の 3つのクローンの DNA断片から得られたアミノ酸配列と，有意な相同性
が示された既知のエステラーゼやリパーゼのアミノ酸配列との系統樹を Fig. 14 に示す。近縁な
既知のアミノ酸配列は，酵素として同定されたものよりは，ゲノム上の配列から推定されたもの
が多く見られた。これらは，酵素としての活性や性質等はまだ確認されていないと考えられる。
このことから，今回クローン化された JT01 株由来エステラーゼは，新規性の高い酵素である可
能性が示唆された。 
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3.4	 遺伝子発現の条件検討 
 
クローン化されたエステラーゼ遺伝子として，推定分子量が JT01株培養上清から粗精製した
酵素と最も近い E21を選び，各種の発現ベクターに挿入して，遺伝子発現実験を行った。各条件
での培養の結果として，細胞破砕上清のエステラーゼ活性の有無と，SDS-PAGEから，発現の成
否を判断した。ここで，エステラーゼ活性の値は全て，1分間当たりの吸光度の変化を，培養液 1 
mlに換算したもの (ΔAbs / min･ml) で示した。 
 
3.4.1	 ベクターpQE80L 
シーケンス解析により，活性クローン E21 の目的遺伝子が，pQE80L に設計通り挿入されて
いることが確認された。 
37，30，25 ℃で 2 ~ 24時間の各時間培養した結果，25 ℃で 24時間培養した場合の細胞破
砕上清から，最も高い活性が得られた。この条件では，0.23 ΔAbs / min･mlであった。以降，30 ℃
で 24時間培養した場合で 0.11 ΔAbs / min･ml，25 ℃で 8時間培養した場合で 0.10 ΔAbs / min･
ml，30 ℃で 8 時間培養した場合で 0.094 ΔAbs / min･ml という順で活性は低くなっていた 
(Table. 11)。 
同発現クローンを 16，8 ℃で 72時間，144時間それぞれ培養した結果，16 ℃で 72時間培養
した場合は 0.039 ΔAbs /min･ml，8 ℃で 144時間培養した場合は 0.0065 ΔAbs /min･mlと，活
性値は非常に低く，有意な活性は確認できなかった (Table. 11)。 
1 分間におよそ 0.2 の吸光度の変化は，活性がないとは言えないが，目的は大量発現株の取得
であり，それを考慮すると発現した酵素活性は非常に弱いと考えられる。 
 
3.4.2	 ベクターpQE70 
16，8 ℃で 72時間，144時間それぞれ培養した結果，16 ℃で 72時間培養した場合は 0.13 ΔAbs 
/ min･ml，8 ℃で 144時間培養した場合は 0.0075 ΔAbs / min･mlであった。pQE80Lにおける
同条件での培養においても，8 ℃での長時間培養では活性が低かった (Table 12)。8 ℃は，E. coli
の一般的な培養温度に比べてかなり低い。また，本実験において大量発現を試みているのは，脂
質を分解するような酵素であるので，長時間培養によって，菌体の脂質膜成分に悪影響を与えて
いる可能性があると推測される。以上の点から，低温における長時間培養は，エステラーゼ遺伝
子の発現に不適当であることが示唆された。 
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3.4.3	 ベクターpET-28a (+) 
37，30，25 ℃で 24時間培養した結果，25 ℃で培養した場合に，0.29 ΔAbs / min･mlであっ
た。本研究において試みた各条件の中で，最も高い値が得られた (Table. 13)。しかし，3.4.1 で
も述べたように，大量発現株としては活性が弱い。また，SDS-PAGEによっても，一つのタンパ
ク質が大量に発現している様子は確認できず，大量発現には至っていないことがわかった (Fig. 
15)。 
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第 4章 総括 
 
 
本研究では，生プラの深海における分解機構の解明において重要な，酵素と圧力の関係につい
て検討した。また，酵素の高圧力下における働きには，その構造が大きく関係していることから，
一次構造推定のために遺伝子解析を行った。さらに，深海のような特殊環境下由来の酵素の有用
性が期待されることから，産業利用を見据え，大腸菌の系において遺伝子の大量発現を試みた。 
酵素の大気圧下での基質特異性を調べた結果，基質 pNPO (C8) で最も高い活性を示した。
Rami Al Khudary et al. (2010)17) や Sang-Yi Park et al. (2007)18) においてそれぞれ論じられて
いる酵素は，いずれも pNPB (C4) において特に高い活性を示し，これをエステラーゼとしてい
る。また，Jin-wei Zhang et al. (2008)19) では，pNPD (C10) で最も高い活性を示し，続いて pNPO 
(C8) に高い活性を示した酵素について，リパーゼとしている。Xiaomei Zheng et al. (2011)20) で
も，pNPO (C8) 続いて pNPD (C10) で高い活性を示した酵素について，リパーゼとしている。
以上より，エステラーゼとリパーゼの定義の境界は，p-Nitrophenyl 基質においては炭素鎖数 6
前後であると思われた。しかし，Shuo-shuo Cui et al. (2011)21) では，pNPB (C4) で高い活性を
示した酵素をリパーゼとして論じている。p-Nitrophenyl基質における炭素鎖数 10前後は，個人
によって定義が曖昧であり，エステラーゼとリパーゼの境界についての認識が統一されていない
と考えらえる。これらを踏まえ，本研究における JT01 株由来の酵素は，エステラーゼとして記
述した。 
基質特異性と圧力に関する研究は過去に例がなく，今回初めて 1 つの結果を報告した。JT01
株由来エステラーゼと，その比較対象として使用した P. cepacia由来リパーゼは，大気圧下と加
圧下で，その基質特異性が変化しないことがわかった。しかし，これはまだ一例に過ぎず，今後，
由来の異なるエステラーゼやリパーゼで同様の実験を試みることが必要である。 
各圧力下における酵素の活性の変化を測定した結果，JT01 株由来エステラーゼは，その生息
環境下に相当する圧力下では大気圧下と同等の活性を示すことがわかった。しかし，比較対象の
P. cepacia由来リパーゼは，50 MPaで大気圧下よりも高い活性を示し，常圧環境由来であれば
圧力感受性が高いということは必ずしも事実ではないことを示唆する結果であった。 
一般的に，低温下で働く酵素は，その立体構造を柔軟にすることで低温適応機構を有している
8)。JT01株由来エステラーゼが実際の環境で暴露されるのは水温 2 ℃程度であるため，低温適応
機構を有し，立体構造が柔軟である可能性が考えられた。このことが何らかの形で影響し，圧力
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下で高い活性を示すなどの顕著な特徴が見られなかったという可能性も考えられる。 
酵素の性質を調べる上で，圧力という項目は一般的にはない。しかし，本研究における P. 
cepacia由来リパーゼのように，常圧環境由来の酵素でも高圧力下で活性を示すものが多数，存在
する可能性もある。今後，これまでに報告されており，且つ，既に我々の社会で利用されている
エステラーゼやリパーゼについても，その有用性を記載するためにも圧力に関する性質を調べて
いくことが必要である。 
また，本研究において使用した p-Nitrophenyl基質は，エステラーゼやリパーゼの研究におい
て頻繁に使用されている。これまでに行われた研究と，特異性の傾向の比較にも用いることがで
きる。しかし，我々がこれらの酵素に活性を期待する対象は，日常生活において使用された油や
プラスチック製品等である。実験において得られた結果を社会へ還元できるよう，製品などへの
こうした酵素の働きについても，今後詳細に調べていくことが重要である。 
 
遺伝子解析においては，JT01 株が低温で働く複数のエステラーゼ遺伝子を持っていることが
わかった。また，この遺伝子は，既知のエステラーゼやリパーゼと有意な相同性を示した。しか
し，相同性検索により得られる情報は，いずれの遺伝子についても，ゲノム解析で記載されてい
るデータベースからの推定酵素が多かった。これらのゲノムデータベース上の推定酵素は，酵素
活性の証明がなされていないことから，今回クローン化された JT01 株が持つエステラーゼ遺伝
子は，酵素としての新規性が高いと考えられた。 
遺伝子の発現条件検討では，大腸菌の系で大量発現するものは得られなかった。今回得られた
情報を踏まえ，宿主ベクター系を見直すなど，更なる検討を進めることが必要である。ただ大量
発現させるのではなく，敢えて封入体として取り出し，リフォールディングによって酵素を得る
方法や，発現を抑制し，培養量を増やして大量に得る方法などの対処法も考えられる。これは，
エステラーゼやリパーゼの大量発現によって，宿主である大腸菌自体の，細胞膜脂質を分解して
しまう等の悪影響を及ぼしている可能性があるためである。従って，本遺伝子の発現については，
まだ検討の余地が多分にある。 
さらにその先の展望として，大量発現により得られるエステラーゼを用いて，温度，圧力等を
関連させた酵素の性質を調べることが挙げられる。温度，圧力個々の条件のみならず，高温や低
温で加圧した場合等，それぞれの要素の影響も追及することが必要である。また，酵素の働きと
圧力については，酵素の構造が影響していることが知られている。得られたエステラーゼについ
て，その構造解析を進めることで，どのような構造が圧力下での活性に影響するのかということ
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を考察できる。以上に述べたような点をさらに調べていくことで，より実際の深海環境に近い状
態でのデータを解析し，生プラ分解機構の解明に繋がると期待される。 
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Fig. 2　グリーンプラ®	 の製品例 
 (http://www.greenjapan.co.jp/seibunkaiplastic.htm)	 
Fig. 1　深海底に蓄積するプラスチックゴミ  
 ((独)海洋研究開発機構、1991年	 6K#67 深度約6300 m、 
 三陸沖	 日本海溝	 太平洋プレート側斜面)	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Fig. 3-a　Moritella sp. JT01株 (SEM像)	 
Fig. 3-b　Moritella sp. JT01株の8 ℃における増殖曲線	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Fig. 4　JT01株培養上清由来エステラーゼの熱安定性 (n = 3)	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Component	 %	
CBB (R-250)	 0.1	
Methanol	 25	
Acetic acid	 10	
Component	 %	
Methanol 25	
Acetic acid	 10	
Table. 1-b　SDS-PAGE脱色液　	 
Table. 1-a　SDS-PAGE染色液　	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Substrate	 Chain length	
p-Nitrophenyl Acetate (pNPA)	 2	
p-Nitrophenyl Butyrate (pNPB)	 4	
p-Nitrophenyl Hexanoate (pNPH)	 6	
p-Nitrophenyl Octanoate (pNPO)	 8	
p-Nitrophenyl Decanoate (pNPD)	 10	
p-Nitrophenyl Myristate (pNPM)	 14	
p-Nitrophenyl Palmitate (pNPP)	 16	
p-Nitrophenyl Stearate (pNPS)	 18	
Table. 3　p-Nitrophenyl 基質	 
0.1 % BSA (µl)	 D.D.W (µl) Final Concentration (µg/ml)	
1	 0 20	 0	
2	 2.5	 17.5	 125	
3	 5	 15	 250	
4	 10	 10	 500	
5	 12.5	 7.5	 625	
6	 15	 5	 750	
7	 17.5	 2.5	 875	
8	 20	 0	 1000	
Table. 2　BSA スタンダード溶液	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Fig. 5　高圧分光高度計システム	 (UV-1600PC UV-Visible Spectro  
 Photometer ; SHIMADZU，(独)海洋研究開発機構所有) 
 a : 全体　b : 加圧ポンプ　c : セルホルダー　d : 石英ガラスセル	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Fig. 6　加圧条件下での活性測定イメージ	 
b c 
d 
a 
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Component	 Amount (µl)	
D.D.W 16 
×10 Restriction Buffer* 2	
Restriction Enzyme	 1	
DNA (1mg/ml)	 1	
Total 20	
Restriction Enzyme	 ×10 Restriction Buffer	 
EcoRⅠ	 EcoRⅠ	 
HindⅢ HindⅢ	 
BamHⅠ	 BamHⅠ	 
SalⅠ	 H (High Buffer)	 
Table. 5-a　制限酵素反応液	 
Table. 5-b　*各制限酵素に対するバッファー	 
Component	 %	 Final concentration (mM)	
1 M Tris-HCl Buffer (pH 8.0) 1 10 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 0.2 1 
Table. 4　TEバッファー組成	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Component	 %	 
NaCl	 0.5 
Tryptone	 1.6	 
Yeast Extract	 1	 
D.W.	 
Component	 %	 
NaCl 1	 
Tryptone	 1	 
Yeast Extract	 0.5	 
Agar	 2	 
D.W.	 
Component	 %	 
LB Agar	 
Tributyrin	 0.5	 
Ampicillin (50 mg/ml)	 0.1	 
IPTG (23.8 mg/ml)	 0.05	 
XGal (20 mg/ml)	 0.2	 
Table. 6　2×TY培地組成	 
Table. 7　LB寒天培地組成	 
Table. 8　LB-Tributyrin-Ampicillin-IPTG混合培地組成 (LBTBApIP)	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Fig. 7　陰イオン交換クロマトグラフィー溶出液の各フラクションの 
 エステラーゼ活性測定における吸光度変化量	 
Fig. 8　粗精製後のSDS-PAGE	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Fig. 9　大気圧下における基質特異性	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Fig. 10　大気圧下における基質特異性 
 (a : JT01株由来エステラーゼ　b : P. cepacia由来リパーゼ)	 
b : P. cepacia lipase	 
a : JT01 esterase	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Fig. 11　加圧下における活性 
 (a : JT01株由来エステラーゼ　b : P. cepacia由来リパーゼ)	 
a : JT01 esterase	 
b : P. cepacia lipase	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Fig. 12　青白判定コロニー (a : EcoRⅠ、b : HindⅢ、c : BamHⅠ、d : SalⅠ)	 
a	 b	 
c	 d	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Fig. 13　遺伝子のORF (Open Reading Frame) 検索の結果 
 (a : E15、b : E21、c : E28、d : H38、e : H39)	 
a : E15	 
E15ORF 
1009 - 3357 
b : E21	 
E21ORF 
397 - 1305 
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d : H38	 
H38ORF_1 
516 - 1289 
H38ORF_2 
1568 - 2359 
H38ORF_3 
2925 - 3872 
H38ORF_4 
6238 - 7179 
H38ORF_5 
4487 - 6217 
e : H39_complement 
H39ORF 
1969 - 4932 
c : E28	 
E28ORF_1-2 
574 - 3906 
E28ORF_3 
3976 - 5178 
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Table. 9 クローンの塩基配列とORFのアミノ酸配列 
 
a : E15ORF 
 
Sequence size : 3813 
Translation Position : 1009 - 3357 
 
GGATAAGCTTGGCCGCAATGTCCAACAATGCAGTTAACTCCCAGACGTTTAATCGTGGTGTTACTGACAATAACGGATTGACCCTTGCTT 
AACCCATTACGTATATTTTGTTGGCAGTATTGATGAGCGAGCTTGATCTTGCTTCCATTGTAGCAGTACTCACCTTGCTTATTAATGAAG 
TAATGATCCGCTTCACAATGAACAGCATCAGGGATTAATTGAAGATAGCGTTGAGCTAGGGTTGATTTACCCGAACCGGGAATACCGCGA 
ATAATGATCATGCAAGGACTAGACTGTGTGGATAATTCAAGTAGCAACGACATAACACCCAAGATGATAGATAGTGAATAGATAGACGAG 
TTTAAATAATCTGGTCAATACAAATCAACTAATAATAATTATTAGTCAAACAGACTATAAAAAATACACTAATAGCACAATAAAACGTGA 
TGGGTATAGCAAATAGATTAATGAAAATTAATCGTACTGACTATAAAAAAACAATTAATAAAACAACAAAGTGCGACTTATGTTGCAAAC 
ATGTTAACTGACACATATTGATTAGCTATCTATTTAAATGAGCATGAAAATTTATAAAAACAATACCACTATCACGTAAGCAGCTAATTT 
TATTAAGTAAAGTTAATTTTAATTTTAAAACGAATAATTTATGTAATCCATTTATAACCAACTAATATCACGATTGTAAATTGCGCCAGC 
TCACATAATACGTGACAACCTGTTAACACTTAAGTATTAATGAACTAAGCTACCATCTAATTAATAATACTGGTCAGACCTAATATCCAT 
AATAAATGGATGACAATGGCCACCTAAAAACTAAGTCATTTATTTAAGAAATATAAAAATAGTTAATTGGAATCAGTAGATTACAAGGAT 
AGTAAATGCAAACATCTAATATTATAATAGAATTTGTTCCGCAGACAAATCCCCATTTAACTCATTCTCTAAGTGCATCATCATTATATT 
 
        1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
TAAAATTCGGAGTTATTAATGAAAAATAAGAAAATTCTTGCTCTTGCTATAGCAAGCACACTTGGATTAACAGCCTGCGGTGATGATTCA 
                  M  K  N  K  K  I  L  A  L  A  I  A  S  T  L  G  L  T  A  C  G  D  D  S   
 
        1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170 
ACAGACCTCCGTATGGATGACACAATTACAAATTCACTTAACCGTCAATCAAGTATCGCATTCGATTTAATCTCTACAGATAAAACAGTA 
T  D  L  R  M  D  D  T  I  T  N  S  L  N  R  Q  S  S  I  A  F  D  L  I  S  T  D  K  T  V   
 
        1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 
TCAATTCCAACTTATTTATTGATGAACAAATCGGACGGCACTTTAGACATACCACTTGATAAAGGTGAACCTACAGGCCGTAACAATCCC 
S  I  P  T  Y  L  L  M  N  K  S  D  G  T  L  D  I  P  L  D  K  G  E  P  T  G  R  N  N  P   
 
        1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350 
AAAGTTGCGATGGGTGATACTGACGGTTGGAGTCCAACTCAGCCTTTCGTTATTGAGCTTGATTTACCAACAGGCGTAACGCTAACAACA 
K  V  A  M  G  D  T  D  G  W  S  P  T  Q  P  F  V  I  E  L  D  L  P  T  G  V  T  L  T  T   
 
        1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
GATTCAGCACTGCTTCACGCCGCAGTGAAAATCGCAAAAGTAGACGTATCAAGTGCTAAAGTAATGTCTGACCCTGTAGAATTAACTGCA 
D  S  A  L  L  H  A  A  V  K  I  A  K  V  D  V  S  S  A  K  V  M  S  D  P  V  E  L  T  A   
 
        1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530 
GGTAAAGATTATACCGTTATCTCAGATGGTAAATCGTTAACGGTATTGCCACTAAACGGTAGCTTAGAGCACGGTACTGACTATATCTAT 
G  K  D  Y  T  V  I  S  D  G  K  S  L  T  V  L  P  L  N  G  S  L  E  H  G  T  D  Y  I  Y   
 
        1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620 
GCTATTACCGATGCCTTAGTTGATAGTTCAGGTCAAAAACTGGGTATATCGAATAACTACGCGGCTTTAAAAAACAAACAGATTGATCAA 
A  I  T  D  A  L  V  D  S  S  G  Q  K  L  G  I  S  N  N  Y  A  A  L  K  N  K  Q  I  D  Q   
 
        1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710 
ACTGGCGGCGCCTTAGAAATACCACAGAAAATTGTTTTGCAAGTAGAAGGCTTGATGGATAAGTCTGGCATCGCCGATTATGAAAACATT 
T  G  G  A  L  E  I  P  Q  K  I  V  L  Q  V  E  G  L  M  D  K  S  G  I  A  D  Y  E  N  I   
 
        1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800 
ATTTATTCAAGCTGGTTTACGACTTCATCTGCTGGTGAAGCGCTATATGCAGTTAAAGCAGCGACAGCAAAAGTCCTTTTAGCGATAAGC 
I  Y  S  S  W  F  T  T  S  S  A  G  E  A  L  Y  A  V  K  A  A  T  A  K  V  L  L  A  I  S   
 
        1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890 
AAAGGCAAAGATGCAAGCGCGGTTTGGCACGACGGCGCAAATCCAAATAACTCAGACTTAAGCAAATTATATAAACTATCAGGACTAACA 
K  G  K  D  A  S  A  V  W  H  D  G  A  N  P  N  N  S  D  L  S  K  L  Y  K  L  S  G  L  T   
 
        1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980 
CCTAAACCGCTTGGTGCTCTAGATGCTGTGATAAAAGGGCACACAGGTGTTATTGAATTACCTTCGTTCTTAGAACGAGATGTAACAGAT 
P  K  P  L  G  A  L  D  A  V  I  K  G  H  T  G  V  I  E  L  P  S  F  L  E  R  D  V  T  D   
 
        1990      2000      2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070 
GAAAAATGGAAGAAGACTCCATGGCAAAGTGCGATGCCGAGCTTAGCTATTATCTCTGGTGTATTAACTTCAGGGTCGGATAAAGAAAAA 
E  K  W  K  K  T  P  W  Q  S  A  M  P  S  L  A  I  I  S  G  V  L  T  S  G  S  D  K  E  K   
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        2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160 
TTAGAGCTTGGAACACAATTAGTAAAAGCAGGAATTGATCCAAAAAACCTTGCAGACCCTAAAGAGCAGTTTAAGCTTGTTGGCCAATCA 
L  E  L  G  T  Q  L  V  K  A  G  I  D  P  K  N  L  A  D  P  K  E  Q  F  K  L  V  G  Q  S   
 
        2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250 
TTTACACTTAATGGTAAGCCGCTTGATTCTGAGCGTCTCATTACTAAGTACAGCCCTCTCCCACAAGTAAAATCTGTTGAAAAGGTTAAC 
F  T  L  N  G  K  P  L  D  S  E  R  L  I  T  K  Y  S  P  L  P  Q  V  K  S  V  E  K  V  N   
 
        2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320      2330      2340 
TTCTTATTAATTACTCCAAAGAATATTAATGCAGGAACGAAAGTTCCAGTAGTAATATATCAACACGGTATCACATCACTCAAAGAAAAC 
F  L  L  I  T  P  K  N  I  N  A  G  T  K  V  P  V  V  I  Y  Q  H  G  I  T  S  L  K  E  N   
 
        2350      2360      2370      2380      2390      2400      2410      2420      2430 
ATCCTAGCATCCGGCCCTGCGCTTGCGGCTAAGGGCTATGCGATATTGGCAATCGACTTACCACTACACGGCGAACGCAAACTAAGTGAT 
I  L  A  S  G  P  A  L  A  A  K  G  Y  A  I  L  A  I  D  L  P  L  H  G  E  R  K  L  S  D   
 
        2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500      2510      2520 
AACACTGTCACAGATGAAGCACATGCTGACGTTTTCATGAACTTTACTTACTTACCTGTTGCTCGTGATAACTTACGTCAAGCTGTTGCA 
N  T  V  T  D  E  A  H  A  D  V  F  M  N  F  T  Y  L  P  V  A  R  D  N  L  R  Q  A  V  A   
 
        2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600      2610 
GATCTAATCGGCTTACGTGCAGGTCTTAACCTGATCGCTACAACACCAGGTACAGAATTAGATGTTCTTGATATATCTAAAGTAAGTTTC 
D  L  I  G  L  R  A  G  L  N  L  I  A  T  T  P  G  T  E  L  D  V  L  D  I  S  K  V  S  F   
 
        2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700 
TTTGGTCACTCTCTTGGGGCTATGTCAGGTATTAGCTTGCAAGCGACGATAGACCGACCTTTACCAGACTCGAATGGTGACGGTGTCGTT 
F  G  H  S  L  G  A  M  S  G  I  S  L  Q  A  T  I  D  R  P  L  P  D  S  N  G  D  G  V  V   
 
        2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790 
GGTGATGGCGATGGATACTTTAAAATAGACAAAGCTGCATTTGCTAATCCAGGCGGTGGTATTCCATACCTATTACTTAGCTCTGTAAAC 
G  D  G  D  G  Y  F  K  I  D  K  A  A  F  A  N  P  G  G  G  I  P  Y  L  L  L  S  S  V  N   
 
        2800      2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880 
TTCGGCGGCACAGTTAAAGATGGGCTAATGAAGACAGTGAGTGCCGATTACCGAAACTTCTCGGGTGCGAAGTGTGCTTCAATAACTAAG 
F  G  G  T  V  K  D  G  L  M  K  T  V  S  A  D  Y  R  N  F  S  G  A  K  C  A  S  I  T  K   
 
        2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970 
ACTTTATGCTTTAACGCATTCTATGATGCCGTAAAAGATAAACCAAATGCTCAAGCAACAATTGACGCTACATTCCAAAAATTTGCGGTT 
T  L  C  F  N  A  F  Y  D  A  V  K  D  K  P  N  A  Q  A  T  I  D  A  T  F  Q  K  F  A  V   
 
        2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040      3050      3060 
GCAGCTCAAACGGTGCTTGAAACAGCCGACCCATTTGCACTTGCTCGTAAGATTTCTAAGGACACACCCGTTTACTTAGCACAAGTAAAA 
A  A  Q  T  V  L  E  T  A  D  P  F  A  L  A  R  K  I  S  K  D  T  P  V  Y  L  A  Q  V  K   
 
        3070      3080      3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150 
GGTGACTCGACAATTCCGAATATCCTAGATCCGAAAGCTGGCTACGCAGCAGCTTACTCGCCAATTGCGGGTACAACACCACTAATCAGC 
G  D  S  T  I  P  N  I  L  D  P  K  A  G  Y  A  A  A  Y  S  P  I  A  G  T  T  P  L  I  S   
 
        3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      3230      3240 
CAACTTGGTCTAGTTAATATTTATACGGATAATGAGACAAGCAAGAAGGTGGCGCTAATTAACAAGGGTAACCATAGCTCTGCCATTGCT 
Q  L  G  L  V  N  I  Y  T  D  N  E  T  S  K  K  V  A  L  I  N  K  G  N  H  S  S  A  I  A   
 
        3250      3260      3270      3280      3290      3300      3310      3320      3330 
GTTTACGGCGCGAACTCTAATCAAGCCGCTACTGACGAACTACAGAGCCAAATCACAAGCTTCTTAGCAAGTGATGATGGTAAAACAGCA 
V  Y  G  A  N  S  N  Q  A  A  T  D  E  L  Q  S  Q  I  T  S  F  L  A  S  D  D  G  K  T  A   
 
        3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400      3410      3420 
ATCATTAAAGATGAAAGCTTAATTAACTAAGCCAATAATCAAGCATTAGGATATCTATCCGCGCATAAAAACGAAGGTTTAGTGATAAAC 
I  I  K  D  E  S  L  I  N                                                                  
 
CTTCGTTTTTTTATTTAAATTCCGCTGAACTATTCCAATAATTTGGTAACCAATACATAATCTATCTAGTAATGTGTATTTTTCATTACA 
TCTAATAAAATCAATCAATCCAACCAATAAGTGACATCATGAATATTAAATTAGTTTCAGGCGTGGTTATCGCCGGACTTGCGGCAAGTT 
ATGCTGGCGGTAAGTTTTATATGACAAACCAAGTAGAAAAACAACTTGATGCGAAGATCATCGAAATGCAGCCTATGATTGATGTTAAAT 
ATGGCGATCTAAGTGTTGAACCTATCACCCAGAAAATTCAATTACATAACGTAGTACTAAGCCCTGTTGATGGCAGCGCAACCCCTGTCA 
CTATTAATGAAATAAACCATTAATTAAAGGTGA                                                          
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GAGTCGACCTGCAGGTACGGCATTAAACATTACGCTGTATAGCTATCATGAAAACGTGTTTTTTGGTCTAGTCGGTTGTAAGAATGAATT 
ACCTGATTTAGATATGCTATCTCGTCATGTTGAAGCTGCCTGTGACATTCTATCCGATGAAATCCTCGACAATGCCAAGCAACACTCAGT 
GCTAATCTCTTCACGGTAAATATAAAGATGGTGACTAGGTCACCATCTTTATCTATCCCTTCTGCTTATTTTATGCTACTTTTTGTAAGT 
TACAGATTTGTTACATAAAGATGTAACTTATAAAATATAAATTCCATTGTTAGTTCTATGTCTTAGGAAAAGTACCTAATTTGTATTGCT 
         370       380       390       400       410       420       430       440       450 
ATATTTTTACACGTATAAATTTTGTTCGAGGTTACTTTGATTAGTTGGCAAGCTAAGGCGCTGAATTTATTTTTGAAAAACACAGTGAAG 
                                    L  I  S  W  Q  A  K  A  L  N  L  F  L  K  N  T  V  K   
 
         460       470       480       490       500       510       520       530       540 
CGTTCGATTGAAAATACCAAAGACGTGCATAAATTACGTTTTCAAATGCGAGCATTAGACAAATTTGTATTCGGAACTAGCTCTAAAATT 
R  S  I  E  N  T  K  D  V  H  K  L  R  F  Q  M  R  A  L  D  K  F  V  F  G  T  S  S  K  I   
 
         550       560       570       580       590       600       610       620       630 
GAACGTTCACAATCCATGCGTGCTGGCACTTTGTGTGATGAGATCAAAGTTAAGTTCTCTACGAGTAAGAAAAAATTATTATATGTACAT 
E  R  S  Q  S  M  R  A  G  T  L  C  D  E  I  K  V  K  F  S  T  S  K  K  K  L  L  Y  V  H   
 
         640       650       660       670       680       690       700       710       720 
GGTGGCGCTTTTGTATTTAAAACACCGGGATTACATCATAATTTGATAGCACGTTTAGCTGAACCATTAGATTTACACGCGATTATTCCT 
G  G  A  F  V  F  K  T  P  G  L  H  H  N  L  I  A  R  L  A  E  P  L  D  L  H  A  I  I  P   
 
         730       740       750       760       770       780       790       800       810 
GATTATCCACTTGCCCCTGAACACCCTTTTCCGGCTGCACTTAACAGTTGTTATGCTGTTTACCAGTCATTATTAGATGACGGTACCTTA 
D  Y  P  L  A  P  E  H  P  F  P  A  A  L  N  S  C  Y  A  V  Y  Q  S  L  L  D  D  G  T  L   
 
         820       830       840       850       860       870       880       890       900 
CCCGAAGACATCGTTGTCGCGGGAGATTCTGCGGGTGGTAATATTGCGCTATCTTTATTGTTACGCGCTAAACGTAATGGCTTGCCGATG 
P  E  D  I  V  V  A  G  D  S  A  G  G  N  I  A  L  S  L  L  L  R  A  K  R  N  G  L  P  M   
 
         910       920       930       940       950       960       970       980       990 
CCGAGTTGCGGTGTATTATTATCACCGGTGGCTGATATGACTCAAAGTGGCTTATCTTCTGTGGAAAACCGTTATAGTGATGCACTGTTT 
P  S  C  G  V  L  L  S  P  V  A  D  M  T  Q  S  G  L  S  S  V  E  N  R  Y  S  D  A  L  F   
 
        1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
AGTCTAGAAGTGATGCTACATTGTCGAAACCTGTATTTAGAGGGGGATAATACCGATCTGCATAACGATGAGATTTCACCGTTATTTGGT 
S  L  E  V  M  L  H  C  R  N  L  Y  L  E  G  D  N  T  D  L  H  N  D  E  I  S  P  L  F  G   
 
        1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170 
GACTTCACTGGTTTTCCTCCTTTTATGTTCCATGCTGGAAGTGCCGAACTAATGCGTGATGATTCAACTCGACTTGCTGACTTTATGCAA 
D  F  T  G  F  P  P  F  M  F  H  A  G  S  A  E  L  M  R  D  D  S  T  R  L  A  D  F  M  Q   
 
        1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 
GCCAAGGGCGTTGATTCTCATTTACAAATATGGCACCAGATGCCGCATGTATTTCCATTATTTGAGCAGCTTCCTGAAAGTAAGGCGGCG 
A  K  G  V  D  S  H  L  Q  I  W  H  Q  M  P  H  V  F  P  L  F  E  Q  L  P  E  S  K  A  A   
 
        1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350 
CTGATTCAAATTGTAGACTTTATAAATAAGCATCTAAATAAGTCTTAAACAGGGTTGTTTCATCATTTAATAAAATCAAATCATAACGTA 
L  I  Q  I  V  D  F  I  N  K  H  L  N  K  S                                                
 
TCCATAGAGACTAGGTGTTTTCACGTTATATAGCATCTTGAAGTAACTTGGAATAACAGTCAAAAAAAAGGCGAGTAAGATAAATAATTA 
TCTCACCAGCCTTTTTGTTTTAAGTGGTTAGCTTTCTATTTTAAAAACTAACTATACACTTAAATTAGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGG 
ATCCTCTAGAGTCGATTTACAAACGTCGTGACTGGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCCTTGCAGCACATCCCCCCTTTCG 
GGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACAACCGCATATGGTGCACCTCGAGAATCCTTTCAAACTCCAGCAAAAAGTTCGA 
ATTTATTTCAAACAAAGCCCGCCGTCCCGTCAAAGTTAAGCGGTAAATGCTCCTGCCACAATTGTAACACCAATTAAACCAAATTCGGAT 
TAGAAAAACTCATCG                                                                            
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GAATTCATTAATATTAGTTATGGTAAAAAGGAGGCCGCTAATTGCTTTGACATAATATCGGCAACTTTAGGTTGTGCAGTGCGGTTAGGG 
TGAATACCGTCGTTTTGCATGAGACTTGGATCAAGCACGATCTGCTCCATGAAAAATGGTAACACGGTAATGTCTTTTTCACTGCCAACC 
TGCGTAAATACATCGGTAAACATTTTGCTGTAGCGTGGACCATAATTAGGTGGAATACGAATATTCATCACATACACAGGAATATTCTGC 
GCGTGTGCTAGCTCTACCATTTTAGTCAGATTGTTCTTGATTAACTTGGGTGGAAAGCCACGTAAACCGTCGTTAGCACCGAGTTCGATG 
ATCAGTGTATCAATTGATTGCTTGGCCAAAATACCTGGTAACCGAGACAGGCCGCCAGCGGTAGTCTCACCACTGATACTGGCATTGATA 
ATGTTATACGGGGCATTTTGCTTTACTAACTGTTGATTAAGCAGGGTTACCCAGCCTTCACTTTGTGTCATACCATAACTGGCACTAAGG 
         550       560       570       580       590       600       610       620       630 
CTGTCACCCAATAACAAAATTTTATGGTTAGCTGTGGCATGTGCTACAGGTAACAAGGTAACCATCAATAATAATACTTTAAAGGCATTT 
                                 V  A  C  A  T  G  N  K  V  T  I  N  N  N  T  L  K  A  F   
 
         640       650       660       670       680       690       700       710       720 
TTAAACATGAAGCTAAATTCCGACGTTATATTAAAAGTAAGTGCCTTAACTAAATCAGTTAAAACAGAGGCTAAAACCCTCGATATATTA 
L  N  M  K  L  N  S  D  V  I  L  K  V  S  A  L  T  K  S  V  K  T  E  A  K  T  L  D  I  L   
 
         730       740       750       760       770       780       790       800       810 
CATCCGATGGATTTAACTGTGGTAGCAGGTGATTCATTAGCGATTGTTGGTGCGTCTGGCTCAGGTAAGTCTACCCTATTGTCTATTATA 
H  P  M  D  L  T  V  V  A  G  D  S  L  A  I  V  G  A  S  G  S  G  K  S  T  L  L  S  I  I   
 
         820       830       840       850       860       870       880       890       900 
GCGGGGCTAGATTTACCTTCGAGTGGTGAAGTTTTTCTTAAAAATCAGCCATTGCACCAATTCAATGAAGAACAACGCAGTGCGGTTCGT 
A  G  L  D  L  P  S  S  G  E  V  F  L  K  N  Q  P  L  H  Q  F  N  E  E  Q  R  S  A  V  R   
 
         910       920       930       940       950       960       970       980       990 
GCGAAACATGTTGGTTTTATTTTTCAGCAGTTCTTACTTATTAATAGCTTAACAGCATTGGAAAATATCATGTTACCGGCTGAGTTAGCG 
A  K  H  V  G  F  I  F  Q  Q  F  L  L  I  N  S  L  T  A  L  E  N  I  M  L  P  A  E  L  A   
 
        1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
GGTATGGATAATCCCGAACAATTAGCGCGTGAATTATTAGCCAAAGTTGATTTAGCCGACAGAGCAGAGCATTACCCGTCACAATTGTCG 
G  M  D  N  P  E  Q  L  A  R  E  L  L  A  K  V  D  L  A  D  R  A  E  H  Y  P  S  Q  L  S   
 
        1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170 
GGTGGTGAACAGCAGCGCGTGGCGATTGCCCGTGCCTTTATTTCTAAACCCGATATCTTATTTGCCGATGAGCCAACGGGTAACTTAGAC 
G  G  E  Q  Q  R  V  A  I  A  R  A  F  I  S  K  P  D  I  L  F  A  D  E  P  T  G  N  L  D   
 
        1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 
ACCAAAACGGGATTACACATTGCTGAGTTATTGTTTGAAATTAACAAGCAAGAGGGAACCACCTTGATCTTAGTGACCCATGATCCTAAA 
T  K  T  G  L  H  I  A  E  L  L  F  E  I  N  K  Q  E  G  T  T  L  I  L  V  T  H  D  P  K   
 
        1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350 
TTGGCCGCGCGTTTGCCAGCGTCAAGTGATCATGGACAGTGGCCAGTTAACAGAAGCGAATGTAGAGCCTTTGGTTGTGGAGTCTTTCGT 
L  A  A  R  L  P  A  S  S  D  H  G  Q  W  P  V  N  R  S  E  C  R  A  F  G  C  G  V  F  R   
 
        1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
TGCAGAGCCTTTAGCGACAAAACAGCCGTTAAGTGAGTCGTTATGAGTTATTGGCGTAACCATTCCCTGCGTTTATTAAAACACGAGTTA 
C  R  A  F  S  D  K  T  A  V  K  *  V  V  M  S  Y  W  R  N  H  S  L  R  L  L  K  H  E  L   
 
        1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530 
AAACGCGGTGAACTGACTATTATCTTGCTGGCGATCGTATTAGCTGTGTCTGCTGTATTTGCTTTGTCTGGTTTTTCTAGTCGTGTTAAA 
K  R  G  E  L  T  I  I  L  L  A  I  V  L  A  V  S  A  V  F  A  L  S  G  F  S  S  R  V  K   
 
        1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620 
CAAGCATTAACCGCCGAGAGTAGTACCTTTATTGCAGCGGATCGAGTATTGGATACCGGCAGTGTTATTGATCCTGCGGTATTAGCCAAA 
Q  A  L  T  A  E  S  S  T  F  I  A  A  D  R  V  L  D  T  G  S  V  I  D  P  A  V  L  A  K   
 
        1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710 
GCGTCCAGTTTGGCGTTAATCCAAGCCCAGCAGATACAAATGTCATCGATGGTATTCACTGATGATCAGATGGCGCTGGCGGCCTTATCA 
A  S  S  L  A  L  I  Q  A  Q  Q  I  Q  M  S  S  M  V  F  T  D  D  Q  M  A  L  A  A  L  S   
 
        1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800 
GCGGTGTCGGATACCTATCCATTACGCGGTGAATTATTGGTAAGTCCGTCGTTAGATACCTCACAAGCGGTTGCGGCTAATTCACCGAAA 
A  V  S  D  T  Y  P  L  R  G  E  L  L  V  S  P  S  L  D  T  S  Q  A  V  A  A  N  S  P  K   
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        1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890 
TCCGGTGAAGCTTGGTTAGAAGCGAAAGGATTAAGACAGTTAGGCATTAAGCTTGGCGATAGCATTGAAGTCGGCGTCATGCGCTTTAAA 
S  G  E  A  W  L  E  A  K  G  L  R  Q  L  G  I  K  L  G  D  S  I  E  V  G  V  M  R  F  K   
 
        1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980 
GTCACTGGGGTGATCACGCAAATACCGGATGCGTCGTTTAGTGTGTTTAGTTCTGGTCCTGTGGTGTTTATTAATACTCAAGATGTACAG 
V  T  G  V  I  T  Q  I  P  D  A  S  F  S  V  F  S  S  G  P  V  V  F  I  N  T  Q  D  V  Q   
 
        1990      2000      2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070 
CGAACCGAGCTTATTCAACCGGGTAGTCGACTAAGTTATAAATACCTGTTCGCCGGAGAAACCGACAATATCACCGAATTTGAGCAATGG 
R  T  E  L  I  Q  P  G  S  R  L  S  Y  K  Y  L  F  A  G  E  T  D  N  I  T  E  F  E  Q  W   
 
        2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160 
TTCAAACCACAGTTGACTGATAACCAGCGTTGGTATGATATCAAATCACAAAATTCACCCTTGGCGAGAGCGCTAACTAAAGCGGATAAA 
F  K  P  Q  L  T  D  N  Q  R  W  Y  D  I  K  S  Q  N  S  P  L  A  R  A  L  T  K  A  D  K   
 
        2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250 
TACTTGTCATTAGCCAGTATGCTGGGCATTGTTTTAGCCTCTGTTGCAGTTGCGGTCGCAAGTCGTCGTTATAGTCAGCGTCATCAATCT 
Y  L  S  L  A  S  M  L  G  I  V  L  A  S  V  A  V  A  V  A  S  R  R  Y  S  Q  R  H  Q  S   
 
        2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320      2330      2340 
GTGGTGGCGGTGTTTAAAGCCATGGGCGCATCCAAACGTTATGTGACTAAACTGTATTGCCTACATTGGTCGCTATTGAGTGTACTGAGT 
V  V  A  V  F  K  A  M  G  A  S  K  R  Y  V  T  K  L  Y  C  L  H  W  S  L  L  S  V  L  S   
 
        2350      2360      2370      2380      2390      2400      2410      2420      2430 
ATCAGTTTAGGGCTAATTGTGGGTTATCTGATATTGAATATTGGTTTGTATGCTATGCGCGATTATCTTGATACCTCGACGACGGGTAAT 
I  S  L  G  L  I  V  G  Y  L  I  L  N  I  G  L  Y  A  M  R  D  Y  L  D  T  S  T  T  G  N   
 
        2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500      2510      2520 
ATGGCGTATCCTTTCGTAGTCGCGATTGTTACGGGCATTATTTGCGCTGTGGCTTTTGCTATCACGCCATTAAGAGAGTTAGTAAATACT 
M  A  Y  P  F  V  V  A  I  V  T  G  I  I  C  A  V  A  F  A  I  T  P  L  R  E  L  V  N  T   
 
        2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600      2610 
TCGCCTATGACCCTGTTACGCGGTCGTGATAGTGGCTCTGAAAATAGTTTGCTGACGAGGTTAATGAGTCCGCTACCTGCGTTGTTCGCT 
S  P  M  T  L  L  R  G  R  D  S  G  S  E  N  S  L  L  T  R  L  M  S  P  L  P  A  L  F  A   
 
        2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700 
ATTTTTACGCTGCTGTATTTGTTTAGCCAAGATGCCGTGCTAAGTGCGGCGTTATTAATTGGCGGTATGCTGGTGGCATTCGTACTGCTC 
I  F  T  L  L  Y  L  F  S  Q  D  A  V  L  S  A  A  L  L  I  G  G  M  L  V  A  F  V  L  L   
 
        2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790 
GTTATTGGTCGTTTGTTTATGTCTGCGGGACGTTCTGCGGGCAGTAAGGCAGGCACATCTTGGCATTTAGCATTAGCCAATTTGAAACGT 
V  I  G  R  L  F  M  S  A  G  R  S  A  G  S  K  A  G  T  S  W  H  L  A  L  A  N  L  K  R   
 
        2800      2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880 
CGTGCTAATGAAAATTCGGTGCAATTGATTAGCTTTACCATCGCTATTCAACTGCTATTGATTATTGTGGTCATGAAGAATGGCCTCATT 
R  A  N  E  N  S  V  Q  L  I  S  F  T  I  A  I  Q  L  L  L  I  I  V  V  M  K  N  G  L  I   
 
        2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970 
GATGACTGGCAGAAGCAATTACCGGATAACAGTGCCAATCGATTTTTAGTCAATATTACTGCCAGCCAAGTCGAGCAGGTAGACAATTTT 
D  D  W  Q  K  Q  L  P  D  N  S  A  N  R  F  L  V  N  I  T  A  S  Q  V  E  Q  V  D  N  F   
 
        2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040      3050      3060 
GTTGATGCGTTAGGCATTGAATCCAGCGGTCTATTTCCCGTTGTTCGTGGACGCTTAACCAAAATTAATGATGACCAAGTGACCAAACGT 
V  D  A  L  G  I  E  S  S  G  L  F  P  V  V  R  G  R  L  T  K  I  N  D  D  Q  V  T  K  R   
 
        3070      3080      3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150 
GTGAGTAAAGAAGAAACCAAGTCTGCTGATAATGGCCGTCGTGGTGTGGGCCGAGAGTTAAACCTGACTTGGCGTGATGTGATCCCTTAT 
V  S  K  E  E  T  K  S  A  D  N  G  R  R  G  V  G  R  E  L  N  L  T  W  R  D  V  I  P  Y   
 
        3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      3230      3240 
GAAAATAGTTTAATTGCTGGAAGCTGGTGGCAACCAGAAGATACCCGCGCGTTAGTGTCTATCGAATCGACATTAGCAGATAAGTTAGAT 
E  N  S  L  I  A  G  S  W  W  Q  P  E  D  T  R  A  L  V  S  I  E  S  T  L  A  D  K  L  D   
 
        3250      3260      3270      3280      3290      3300      3310      3320      3330 
GTCGCTATCGGGGATAACTTAACTTTCCAATTGGGCAGTGAAGAAGTACAAGTGATGGTGAGCAGTATTCGTAAAGTGAATTGGCAAACG 
V  A  I  G  D  N  L  T  F  Q  L  G  S  E  E  V  Q  V  M  V  S  S  I  R  K  V  N  W  Q  T   
 
        3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400      3410      3420 
CTGCAACCTAACTTTTACATGATTTTTAACCAGCATGTGCTAGCTGATTTCCCTGCAACTTATATTTCATCGTTATATGTACCAGATGAT 
L  Q  P  N  F  Y  M  I  F  N  Q  H  V  L  A  D  F  P  A  T  Y  I  S  S  L  Y  V  P  D  D   
 
  49 
        3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500      3510 
GCAACTGATGCTTTGCAGGATTTTTTGAGCCAGTATCCGACCATTACCTTAATTGATGTGGACGCCATTATTACCCAGCTAAGAAGTGTG 
A  T  D  A  L  Q  D  F  L  S  Q  Y  P  T  I  T  L  I  D  V  D  A  I  I  T  Q  L  R  S  V   
 
        3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600 
ATAGGGCAAGTCTCTATTGCCATTGAGTTTATTTTGGTGCTGGTGGTACTGGCTGGCAGCTTAGTATTAGTGGCGCAGGTACAAGCCAGT 
I  G  Q  V  S  I  A  I  E  F  I  L  V  L  V  V  L  A  G  S  L  V  L  V  A  Q  V  Q  A  S   
 
        3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680      3690 
ATGGAAGAGCGTGAACGAGAGCTCGCTATCTTACGCACGCTTGGTGCAAGTGGTCGATTACTTCGTAATAGTGTGTTATTTGAATTTGTA 
M  E  E  R  E  R  E  L  A  I  L  R  T  L  G  A  S  G  R  L  L  R  N  S  V  L  F  E  F  V   
 
        3700      3710      3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780 
GCCTTAGGCGCGTTAGCTGGACTGATGGCGAGTATTGCTATGGAGCTGGGCGTGTATATTTTACAAAGTCGTATCTTCGAGATGCCAGGA 
A  L  G  A  L  A  G  L  M  A  S  I  A  M  E  L  G  V  Y  I  L  Q  S  R  I  F  E  M  P  G   
 
        3790      3800      3810      3820      3830      3840      3850      3860      3870 
ACTTTCCATTTTCAGTATTGGTTGTTAGGGATTGGTGCAGGTGCGGGCTTTGTTGGTCTGATTGGTTTGCTTAGTTGTTGGCGTTTATTA 
T  F  H  F  Q  Y  W  L  L  G  I  G  A  G  A  G  F  V  G  L  I  G  L  L  S  C  W  R  L  L   
 
        3880      3890      3900      3910      3920      3930      3940      3950      3960 
AATATGTCGAGTGTGACGCTAATTAGACGGACCATGTAGTTTTAGCTAATTTAACATAGAAGCAGAACCATAATGCCCAAGGTGATTCTG 
N  M  S  S  V  T  L  I  R  R  T  M                                                         
 
                   R  A  N  Q  I  K  I  N  I  S  K  N  P  R  S  L  I  L  L  A  P  I  A  A  L 
               AGAACGCAAAACATAAAATTATAAATACGAAAATAAACCTGCACTTTCATAGTTATTACGTCCCTAACGTCGCTC 
        3970      3980      3990      4000      4010      4020      4030      4040      4050 
CTTCTATATTAGTTATCTTGCGTTTTGTATTTTAATATTTATGCTTTTATTTGGACGTGAAAGTATCAATAATGCAGGGATTGCAGCGAG 
 
  A  V  Y  L  G  V  F  A  F  G  K  P  I  L  L  G  I  I  L  P  T  A  G  G  F  L  S  L  A  I 
ACGCTGTATGTCCGGTTGTTTGCGTTTGGGAAAACCTTAATTATTCGGTTACTACTCGCCGCAACGGGGTGGTTTATTACTATTACGCTA 
        4060      4070      4080      4090      4100      4110      4120      4130      4140 
TGCGACATACAGGCCAACAAACGCAAACCCTTTTGGAATTAATAAGCCAATGATGAGCGGCGTTGCCCCACCAAATAATGATAATGCGAT 
 
  N  Y  G  F  G  L  S  I  I  D  G  E  S  E  Q  W  L  V  A  A  L  N  G  L  L  A  G  S  I  L 
CAATATCGGTTTTGGCTCGCTTTATTATAGTGGAAGCCTAAGAACGGTATTGTGACGTCGATCTAAAGGATTATCGCGTGGACTTTATTC 
        4150      4160      4170      4180      4190      4200      4210      4220      4230 
GTTATAGCCAAAACCGAGCGAAATAATATCACCTTCGGATTCTTGCCATAACACTGCAGCTAGATTTCCTAATAGCGCACCTGAAATAAG 
 
  T  F  L  F  I  S  I  G  M  Y  V  Q  N  G  S  S  L  L  L  F  L  P  I  S  C  L  A  L  A  I 
ACATTTATCCTTTTAACTTTAAGGGTACATTTGGACTAATGGCGAACTTTCATCGTTCTTATTACCCTATCTCGTCTCTCGATTACGCTA 
        4240      4250      4260      4270      4280      4290      4300      4310      4320 
TGTAAATAGGAAAATTGAAATTCCCATGTAAACCTGATTACCGCTTGAAAGTAGCAAGAATAATGGGATAGAGCAGAGAGCTAATGCGAT 
 
  S  S  F  R  F  V  Q  T  V  S  S  Y  K  D  T  F  Y  G  V  F  A  I  I  S  L  L  L  M  S  N 
TGAGCTTTTTGCTTTGTGAACACAATGTCTCGATATAAATAGCCACTTCATTGGATGCTTACGATAATAACTATTATTATTGTAACTCAA 
        4330      4340      4350      4360      4370      4380      4390      4400      4410 
ACTCGAAAAACGAAACACTTGTGTTACAGAGCTATATTTATCGGTGAAGTAACCTACGAATGCTATTATTGATAATAATAACATTGAGTT 
 
  I  L  P  L  D  E  I  K  L  E  E  G  I  M  K  S  A  F  N  Q  T  Y  F  I  V  A  G  I  I  T 
TTAATTTCCATCCAGAAGTTAAAAATTGAGAAGCGGTTAGTAAAATGACCGTTTCAAAACCCACATTTTTTAATGTCGCGGTTATTAACA 
        4420      4430      4440      4450      4460      4470      4480      4490      4500 
AATTAAAGGTAGGTCTTCAATTTTTAACTCTTCGCCAATCATTTTACTGGCAAAGTTTTGGGTGTAAAAAATTACAGCGCCAATAATTGT 
 
  V  M  F  I  R  L  I  L  R  S  R  Q  M  P  Q  I  V  T  K  V  P  P  F  A  P  L  S  L  R  F 
GTGGTATTTATATGCATTTTAATTAGCACTTGCGACGTAACCAACTTATTGGCAAAATTGCCCACCTTTACGACCATCTCTGTTTGCCTT 
        4510      4520      4530      4540      4550      4560      4570      4580      4590 
CACCATAAATATACGTAAAATTAATCGTGAACGCTGCATTGGTTGAATAACCGTTTTAACGGGTGGAAATGCTGGTAGAGACAAACGGAA 
 
  Y  L  S  M  L  T  N  L  V  G  V  L  L  P  L  R  W  G  Y  D  N  M  E  E  V  T  L  L  Q  N 
TATGTCCGAGTAATCACATAAATTCTGTGGGTGATTATTACCATTAGCGGTTGGTATCAGTAAGTAAAGAAGTTGACAATTGTCGACTAA 
        4600      4610      4620      4630      4640      4650      4660      4670      4680 
ATACAGGCTCATTAGTGTATTTAAGACACCCACTAATAATGGTAATCGCCAACCATAGTCATTCATTTCTTCAACTGTTAACAGCTGATT 
 
  L  A  Y  V  V  I  L  S  M  V  V  G  A  L  S  S  A  V  I  L  S  S  T  K  S  K  D  A  Q  D 
ATTCCGCATTTGCTGTTAATTACTGTACTGTTGTGGCCGATTACTCGACCGCTGTTAATCTGACGAACAAAACCTAAACAGACGAACCAG 
        4690      4700      4710      4720      4730      4740      4750      4760      4770 
TAAGGCGTAAACGACAATTAATGACATGACAACACCGGCTAATGAGCTGGCGACAATTAGACTGCTTGTTTTGGATTTGTCTGCTTGGTC 
 
 
 
 
  50 
  T  G  Q  H  L  Y  S  I  L  T  P  Y  E  G  G  F  S  F  A  Q  V  I  Q  L  L  L  F  A  V  V 
TCACGGAACTACATTTATACTATAGTTCCAACCCATAAGTGGTGGCTTCGATTTACGAACATGTTAAACGTCATTATTTTTCCGCTGTTG 
        4780      4790      4800      4810      4820      4830      4840      4850      4860 
AGTGCCTTGATGTAAATATGATATCAAGGTTGGGTATTCACCACCGAAGCTAAATGCTTGTACAATTTGCAGTAATAAAAAGGCGACAAC 
 
  I  Y  K  G  L  A  E  V  P  M  F  A  M  S  L  T  A  L  G  I  M  L  N  T  L  I  L  A  S  R 
CTATATAAAGGGTTCACGAAGTTGGCCGTACTTGCGGTATGAGTCCCACCGTTCAGGTTAGTAATTCAATCAATTATAATTACGACTTGC 
        4870      4880      4890      4900      4910      4920      4930      4940      4950 
GATATATTTCCCAAGTGCTTCAACCGGCATGAACGCCATACTCAGGGTGGCAAGTCCAATCATTAAGTTAGTTAATATTAATGCTGAACG 
 
  V  G  H  N  K  A  Y  H  G  I  V  L  G  G  L  P  R  V  L  F  R  L  A  F  I  G  W  V  V  Y 
ATGCGGCACCAAAAATCGTATTACTGGTTATTGATCGGGTGGATCACCAGCTTGATTTTTAGCATTGCGTTTATAAGGGGTGTGATGCAT 
        4960      4970      4980      4990      5000      5010      5020      5030      5040 
TACGCCGTGGTTTTTAGCATAATGACCAATAACTAGCCCACCTAGTGGTCGAACTAAAAATCGTAACGCAAATATTCCCCACACTACGTA 
 
  E  A  H  E  V  G  Q  H  S  F  L  V  S  I  F  G  S  I  S  A  F  V  A  I  D  Y  F  E  L  A 
GAGCCGCACAAGTTGGGGGACTACCCTTTTATTCTGACTTTATTTCGGACTTTAACTCCGCTTTTGGCGTTATAGTATTTTGAGATTACG 
        5050      5060      5070      5080      5090      5100      5110      5120      5130 
CTCGGCGTGTTCAACCCCCTGATGGGAAAATAAGACTGAAATAAAGCCTGAAATTGAGGCGAAAACCGCAATATCATAAAACTCTAATGC 
 
  N  G  T  V  A  G  I  K  Q  K  W  T  L  R  I  M                                           
TAATGGTCACTGTCGTGGTTAAAAAACAAAGGTACAATTAGACTAGTA                                           
        5140      5150      5160      5170      5180      5190      5200      5210      5220 
ATTACCAGTGACAGCACCAATTTTTTGTTTCCATGTTAATCTGATCATATTATTCCTTTCATTCCATTATTAATGTTAAGCACTTCAATT 
 
TGATTGCCATCTGGGTCGTAGCAGAAAAAATAATTAAACGAGCCGAGTCGAGCTTGTTTAATAGGGGTTACGGTTGTCGTTGTAGATAAT 
GTTTGGTGCATCTTTATTAAGTCATCGACTTCAATTGCTAAATGACGAATGCCAATGGCTTTTAGATAGATCAAGTCTTCGTGAGTTTTA 
GCTGATACAACATCAGTAAAAGTAAACAATTCAATATGTGTGTTTCGGCTTTGCAGCAATACGATTGTGCACTGTTCATCTTGAAAATCT 
TGATTAATGATAAAACCAAACTGGCGATAAAATGCGAGGCTGGCGGTCAGTGAAGCGCATGTTATTGAGACATGATGTAGGCGTCCAGAC 
ATGCTAGGGTTACTCCCTGTATTCTTAGTGCGTTAAATAAGAAGGATAAAGGTAAGTTCGCACAATTGAATTTCTCTTTAATGACGTTCA 
CGCGCTTCCGTTCATTTGCTTCACTGCAATGCTGGTAACGTGCGATTTCTTTAATGCTTTTTAGTTCGAGTAAGAGATGAATTGTAGCCA 
TTTCTTTGGGCGTTAAAGTTACATCCCCAAACTGTATTTTATTCGAGTTTGCAATATGGAACGTCGGTAGCGGGTTTATGTTGCTGAAGT 
TATGATTGAACATAGGCAAAGTAGTGTCTTTAGCATTTAACCAAAGTTGATTTGCCACTTTACTGACCTGGGGCTTGAGTTGACCAAGCT 
CCATAATAGTTGATGAGGATAAATTTTTATTAGAGCTAAATGAAAAGAGCTCAAAATAATCTGCGTGCTGAGTGCAAATATCGATTTTAT 
TTGAGCTATGCAGATATTTTTTTGAAATGTTACTGTGATCATCGCTAAATGTATTCCATAAATGGACGCCATGATGAAGCCGTTCATCTA 
GGCTACGATAAAGGCCTGATTCCCAATATTGTAAATGCCATTCATATCTCGTTGATAAGGTTAAAACCGTACGTTTTTTAATATTGATGA 
TAGAAAAACTTATCTGTTCTTTACTACCCTTGTACGTAAATTTTTCTGCAAAACTTTGACATTGTTTTTCGCTATCTAAATTATGTACTA 
TCCAAGAACCGCATCCCTAAATCTAATCACTTTGGGATAGTAGCCCTTTCTCTCTTTGACAAACCC                         
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Sequence size : 8580 
Translation Position : 516 - 1289,  1568 - 2359,  2925 - 3872 
 
CGGTGGATTCTTCAAATTACCGAGAAAACGGTTGTGTAATGCTAAATAACGATGATGAAGATTGTGTGCCAGTATGGCCTAACGCAGAGT 
TTGCACAATCTTGGGCTACTGGCGAATGGGAACACTGTAAAACAGAATCTATTTCATTAGCTAAATGGCAAAGCCGCTGGACATCTGGTT 
TAATGGATGATGACTTAGCTATCGTTGTCTTCCCAAATCTTGATGACGAAGGTCTTATTATGTTCCCTGACGAATTTGATATGGCATTAC 
AGAAACAAGCGAAGAAAAAGCGCTAACCGCCAATAAATAACTGTTTATTAAAAAGCATGCCAACATCAAATGGCTGGTATGCTTTTTGAT 
TTCTGCCATTCATTCATTCTAAATCACCGTTTACTCTTTCATACCTACCACTTAAATAATATTATTTTTGATACCACTAAGTTAAATTAA 
         460       470       480       490       500       510       520       530       540 
TGTTATTTTATTTACCTCCAATCTAAGGTATTGTTTTATATTCCCTCAGTAATCGGCCAAACGATATGATTTCCAACAAGCTAAAATTAT 
                                                                 M  I  S  N  K  L  K  L  F 
 
         550       560       570       580       590       600       610       620       630 
TCATTATTTATATATGTTTTTCATTATTAACAGGCTGTTCGGTTGTTCGCTGGAAAATAGACTCGGATGAAGATAGCTTAAAATCTGTGG 
  I  I  Y  I  C  F  S  L  L  T  G  C  S  V  V  R  W  K  I  D  S  D  E  D  S  L  K  S  V  G 
 
         640       650       660       670       680       690       700       710       720 
GCTTTGAGCAGCACCTGATGAGTTTAGAAGAAGGTGGTTCGCTGAGTTATTGGCGTGGAGGTAAAGGACAGCCACTATTACTGCTTCATG 
  F  E  Q  H  L  M  S  L  E  E  G  G  S  L  S  Y  W  R  G  G  K  G  Q  P  L  L  L  L  H  G 
 
         730       740       750       760       770       780       790       800       810 
GATTTGGTGGCAATGCCGTCACGACATGGAAAAAAGAAATGCTGGCACTCAGCAAAGATTATGATGTTATCGCACCAGACCTAGCTTGGT 
  F  G  G  N  A  V  T  T  W  K  K  E  M  L  A  L  S  K  D  Y  D  V  I  A  P  D  L  A  W  F 
 
         820       830       840       850       860       870       880       890       900 
TTGGTGACTCTTTTAGCACAGGTGAAGCTAACCTCGCAACAGAAACACAAGCAATATGGCAGTTAGTCAATCAATTACAGCTTGATAATG 
  G  D  S  F  S  T  G  E  A  N  L  A  T  E  T  Q  A  I  W  Q  L  V  N  Q  L  Q  L  D  N  V 
 
         910       920       930       940       950       960       970       980       990 
TCAATATTGCCAGTATCTCTTATGGCGGCTTTATCACCTTTAATATGCTCAATAACACTCAAGATAGCCGAATTAATAAAGCCATCATCA 
  N  I  A  S  I  S  Y  G  G  F  I  T  F  N  M  L  N  N  T  Q  D  S  R  I  N  K  A  I  I  I 
 
        1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080 
TCGCCAGTCCTGGCCCCTACTTCAGTGATGATGACCTTGCTGCGTTAAACAAACGATTTGCTGTCGATAAACCAGAGGACTTCTTTATAC 
  A  S  P  G  P  Y  F  S  D  D  D  L  A  A  L  N  K  R  F  A  V  D  K  P  E  D  F  F  I  P 
 
        1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170 
CAAAGAACAGCGATGAATTACGCCGTTTATTTGGTGGTATTTTTGTTGAACCTAAAATGATGCCCGATTTTATTGCAGATCAAATTTATC 
  K  N  S  D  E  L  R  R  L  F  G  G  I  F  V  E  P  K  M  M  P  D  F  I  A  D  Q  I  Y  Q 
 
        1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 
AAACTTACTTTGCCGCTTGGCATAAACAGAAAATAGCCATGGTTCAATCATTACCTGCCCGATCGAGATGCTTTACTCGAGGCGCCAGTA 
  T  Y  F  A  A  W  H  K  Q  K  I  A  M  V  Q  S  L  P  A  R  S  R  C  F  T  R  G  A  S  I 
 
        1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350 
TCATCAACACCAACATTGCTCATTTGGGGTGAAAAAGATCGTGTATTTCCTGTTGAACATGGCATTTACCTGAGTAAAAAAATACAAGCG 
  I  N  T  N  I  A  H  L  G                                                                
 
CCCCTTATTGTTATACCCGACACGGGTCATGGGGTCACGAATGAACAACCCGACTTAGTCGTACGCCTGATTAAAACATTTATCGAAAAT 
GAAAAAATATAATAAATAGCCCGCTTGATAACGCATGAATTGTGTACAAGGCTATGGTTATAGTTGGTAATTTGGCTTAAGGCATTTATT 
        1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620 
ATTTAGGCATTAAACTTTAAGAGTATTAAATTAAGTTATGAGTAAAAAACATTACGTAGTATGGAAAGGTGTGAAGACTGGGGTATTTGA 
                                     M  S  K  K  H  Y  V  V  W  K  G  V  K  T  G  V  F  D  
 
        1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710 
TAATTGGTCTGAAACTAAAGCACAGATTGATGGCCGCAGTGATGCGCAATACATGGGTTTCCCATCAAAAGAAGAAGCAGACCAAGCATT 
 N  W  S  E  T  K  A  Q  I  D  G  R  S  D  A  Q  Y  M  G  F  P  S  K  E  E  A  D  Q  A  F  
 
        1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800 
CGCCTCAACCTATACTCGCGCATTAATGAAACGCTCATTAGCAAAAGAAGGGGCGACAGGTTCAGGTGTTAAACCAAAAGCAACACGCCC 
 A  S  T  Y  T  R  A  L  M  K  R  S  L  A  K  E  G  A  T  G  S  G  V  K  P  K  A  T  R  P  
 
        1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890 
TGCAGGTGCATCTAAGTCAATTCTATCAACACCACCACAAGTTGCAGATCTCAACATTTATTGTGATGGTGCTTGCTCTCCTAATCCGGG 
 A  G  A  S  K  S  I  L  S  T  P  P  Q  V  A  D  L  N  I  Y  C  D  G  A  C  S  P  N  P  G  
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        1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980 
CAAATCGGGTACAGGCATGGCTGTTTATGAAAAAGATAAGCTGTCACAATTATGGTACGGCTTATACGAAGCTAACGGGACGAACAACTC 
 K  S  G  T  G  M  A  V  Y  E  K  D  K  L  S  Q  L  W  Y  G  L  Y  E  A  N  G  T  N  N  S  
 
        1990      2000      2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070 
AGCAGAATTAAATGGTTTATTAGTCGCCTTCCGCTTTGCAGCCTCACACATAGAACAAGGTAAAACAGTACAAGTGCTATCTGACTCTAG 
 A  E  L  N  G  L  L  V  A  F  R  F  A  A  S  H  I  E  Q  G  K  T  V  Q  V  L  S  D  S  R  
 
        2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160 
ATATTCGATTGATTGCATCACTAAGTGGGCAAAAGGTTGGAAAAATAAAGGTTGGAAACGTGGTAAGAATGAAGAAATTAAAAACCTAGC 
 Y  S  I  D  C  I  T  K  W  A  K  G  W  K  N  K  G  W  K  R  G  K  N  E  E  I  K  N  L  A  
 
        2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250 
CATTATTCAACAATGCTTTAGTTTGTACGAGAAATTAAAATCCAATTTAATTATTTCACATGTTAAAGGTCATGCAAATATCGAAGGAAA 
 I  I  Q  Q  C  F  S  L  Y  E  K  L  K  S  N  L  I  I  S  H  V  K  G  H  A  N  I  E  G  N  
 
        2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320      2330      2340 
CGAGCTATCAGACCGTATGGCGGTATTAGCACGTAGCCAACAAGAGCCTAAGTTAGTGCAATATACTACCAGTATTAACGTTACCGAAAT 
 E  L  S  D  R  M  A  V  L  A  R  S  Q  Q  E  P  K  L  V  Q  Y  T  T  S  I  N  V  T  E  I  
 
        2350      2360      2370      2380      2390      2400      2410      2420      2430 
TCTAGCAATGCCATCAGGCTAGTAACGCTAGCCGACATTAAGCTACATTTACGTCTTATCTAATATAGAGGAATAAGCTGATGGTACTAC 
 L  A  M  P  S  G                                                                          
 
CTCAGCTTATTCCTCACATCCCAAATATGCCCATTACATAATAGGCGTACAACCTTTCAGCAGCAGCGTCATATTCGCACTCGATTTAGC 
TTGAGCATAATAAGTATCTGTCGTTGTAGCTGCACTTTGAGTCATAGAGCCAATATCAGCAGAAATAAGCGGAGCAAGTACCGTTAGCCC 
CGATGTAGACTGCCGATCCATTTCATAAGCTGAAAATGCTTTACTGATTTCGGTACACGAAAAAGCATCAGCGCCTTGTTGCGCCATATT 
ATAAGCCTGAGATGACGTTTCACAACCCGTGAGTAGACCTGCAAACAATGCCATTGCTATTATTTTATGCATCAAACTTCCTTATGTTGT 
TGAATATATGCGCCAATACTCAGCGTTTAAATCAATATTCCCTCATCCATTATAGCTGACAGAATTAAGATAAGCCGCGACAGAGCACAT 
        2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970 
GCATAAAATAATTACGTATTTACATTTATCAGCTGCACGTTAAGATGATCAAAACATGGTCAAATGAACGGAATAATATGTCAACATATT 
                                            M  I  K  T  W  S  N  E  R  N  N  M  S  T  Y  W 
 
        2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040      3050      3060 
GGTTTAAAAGATTAATCCCAGCGCTAATCTGTAATTCACTGTTGCCTGTTTCGGCTGCAAATATAACTGAATTGTCAGGCAAAGACTGTC 
  F  K  R  L  I  P  A  L  I  C  N  S  L  L  P  V  S  A  A  N  I  T  E  L  S  G  K  D  C  R 
 
        3070      3080      3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150 
GTGCAATGACAAATGCGGGCGTTATGTCCTCAGCAGCGCCTGTGCAGTGTAGGCGTTTAAGACAAGTACAATTCAAGTATATCGATTTTC 
  A  M  T  N  A  G  V  M  S  S  A  A  P  V  Q  C  R  R  L  R  Q  V  Q  F  K  Y  I  D  F  Q 
 
        3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      3230      3240 
AGGATCAGCAGCATAATAACGGTTCAATTATCGTCATGGATGCAGTATCACCTTACGTAGCAACGATCTTTGATCGTTTATATGAATTGA 
  D  Q  Q  H  N  N  G  S  I  I  V  M  D  A  V  S  P  Y  V  A  T  I  F  D  R  L  Y  E  L  K 
 
        3250      3260      3270      3280      3290      3300      3310      3320      3330 
AATTTCCCATCAATAAAGCACAACCAATCCGCCACTATCACGGTAATGATGACCTATCAATGGCAGACAATAACACTTCCGCATTTAACT 
  F  P  I  N  K  A  Q  P  I  R  H  Y  H  G  N  D  D  L  S  M  A  D  N  N  T  S  A  F  N  Y 
 
        3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400      3410      3420 
ATCGCCCTATCACAGGTAAGCGTTCACTATCAGTTCATGCCTATGGTTTAGCTATTGACATTAACCCAAAACAGAACCCGTTCGTTGAGT 
  R  P  I  T  G  K  R  S  L  S  V  H  A  Y  G  L  A  I  D  I  N  P  K  Q  N  P  F  V  E  F 
 
        3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500      3510 
TTGGTGAACAAGGTAGCGCAAGATTCAAGCCTGGCGATGGTGCTAAATACGCGAATAGAATGAAATTTAGATACGGTAAAGATGAACGCC 
  G  E  Q  G  S  A  R  F  K  P  G  D  G  A  K  Y  A  N  R  M  K  F  R  Y  G  K  D  E  R  Q 
 
        3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600 
AAGGCTTTGCTGAAGATGTTGTCGCTACCTTTGCTGATAATGGCTTTTTATATTGGGGTGGTTTTTGGAATACACCGATTGATTACCAGC 
  G  F  A  E  D  V  V  A  T  F  A  D  N  G  F  L  Y  W  G  G  F  W  N  T  P  I  D  Y  Q  H 
 
        3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680      3690 
ACTTTCAAGTCAGCCGTAATATGGCCAACTTAATGTCGGCAATGCCAGCGGATAATGCCAGTCAGTTCTTTGATAATTATGTGCAGTGGT 
  F  Q  V  S  R  N  M  A  N  L  M  S  A  M  P  A  D  N  A  S  Q  F  F  D  N  Y  V  Q  W  Y 
 
        3700      3710      3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780 
ATCAAGCATGTAAGGTGAGTTACCCGACCGCTTATGCGGAACATAAAGTGAACGACTATGTACATTATTTAGAGACTAAGTTAGATAGCA 
  Q  A  C  K  V  S  Y  P  T  A  Y  A  E  H  K  V  N  D  Y  V  H  Y  L  E  T  K  L  D  S  K 
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        3790      3800      3810      3820      3830      3840      3850      3860      3870 
AGTCACTCAATAAAACCTTTATTCAATCACCAGAGAAAGTAATAGCGGCAATCCAACAGCCGCTACAAACGTCTACTATTTGTGTAAAAG 
  S  L  N  K  T  F  I  Q  S  P  E  K  V  I  A  A  I  Q  Q  P  L  Q  T  S  T  I  C  V  K  D 
 
ATTAAACAGTACAAGGAATTAAGTCCCTTACTAAGGCTGTTATTATTCGTCACCTAATGGTTTATAAGGCCAATAGAAATGACCTGCACG 
GATAATAACGGTCGATACTGCTAATACTAATGCAGCAACCGATAACCAGACAACATCCACACTCTGTAGTTCTTTCATTCCTAGCGTAAT 
ATAACGGGCAATTGCCATGATTGCGATATAGATAGGATAGCGAACAGGGATCTTACCATTAACAACAAATTGCTGGATCATGGCGAGTAC 
TTCTAGGTAGATAAACATTAACAAGATATCCGTTAACTTTACCGTTTGTTCTTCATAAACATGATAAAAGTCATTTGCCATCGCGTAAAT 
TGTCGCCATAGTAATTAAAACAAGCAACACAGCTTCGATATAACTAAATATTTTTAAAAATACGTGACTAAACTTTTTGGGTAAATGTGA 
TGGCATACTTGCTCCGTGTCCAAATGCGCTCATACTGAATGTAAACAGTCGCCACTAATATACTCGCTATTACAGGATAAATCATATGTC 
TCTATCGTTAATGCAAAAAGCCAGCTTAAGCATTAACTTAAACTGGCTTTGGATTAACATAGAGGCAAATTAATTAAGCTATCACCGCTT 
CTGTCTTATCTGACTTTTTAAGTACTGCATAACTGATACCCGTCACCAGTGTACCCGCAACAATCGCCACTAAATACATAAATACAGGTG 
TAATCGCGTTTGGAATTAACAGAACAAATAGACCGCCATGTGGAGCCATTAATTCAGCGCCAAACAACATAGATAATGCACCTGTTAATG 
CGCCACCAGCAATACAGCTTGGGATAACACGCATTGGATCGCGAGCAGCAAACGGGATTGCACCTTCAGAAATAAAGCATAAACCTAAAA 
CAAACGATGCTTTACCTGCTTCCTGCTCAGTGTTATTAAATTTACGCTTTGCAAGGAAAGTCGCCAGACCCATACCGAGTGCTGGCACCA 
TACCTGCAGCCATCACAGCGGCCATCGGCGCATAGGTTTGCGATGCTAATAAGCCAACACCAAAGGTATATGCTGTTTTGTTTACTGGAC 
CACCAAGGTCGAAGCACATCATGCCACCAAGGATAATACCCAGCAGCACAGCGTTAGCCGACCCCATATTATTCAAGAATTCAGTGAGTG 
CATTCATCGCCGCTGAAACGGGACCACCAACAACATAAATCATCACTAAGCCAGTGATTAACGACGCTGCTAACGGAATGATTAAAATAG 
GTTTCAGTGCTTCCATTGATTGTGGCAGCTGTACTTTTTCTGCAATTAACTTAGCGGTATAACCGGCAAGGAAACCAGCAACAATACCAC 
CTAAGAAACCAGCGCCAGTTGAACTTGCTAACATACCACCAATCAAACCTGGCGCAAGACCGGGGCGATCCGCAATAGAAAACGCAATAA 
AGCCAGCCAGTACAGGGATCATAAGCGCAAAGGCCGAACCTCCACCAATAGTCATTAACGCGGCGGCTAATGTACCCTCTTCTTTAAATG 
CTTCGATACCAAATACAAATGACAAGGCGATAGCCAAACCACCAGCAACAACTAACGGTAGCATGTGTGAAACACCTGTCATTAAGTGCT 
TATAAACGCCCGATTTTTCGGTGCCTGTTTGTTCGTTTGTTGCCGCTTTACCATGACGATATACTTGTGCGTCATTAAAGGCATTATCCA 
TTGTTTGGGAAGTTTTCTTCAATGCTAAACCGGTACTGGTTTTATACACTTTTTTACCATCAAAACGGGTTAAATCGATATCAATATCAG 
CAGCAATAATAACAATATCCGCAGCGGCAATTTCAGCACTGCTCAATTGATTTTTAGCGCCAACAGAACCACGCGTTTCAACTTTAATCG 
TATGTCCTAGACGCTTTCCTTCTTGTTCTAACGCTTCCGCGGCCATAAAGGTATGTGCAACACCTGTTGGACAAGCCGTGATCGCCACAA 
TATTTTTACCCGCAATAGCCGTTTCTGTACTTGTAACGGCCACGTCATTACTACTAACAAGCTCAACCGCCTTTTCAACGGCCTGCTCTA 
AGTATGCCTTAGCATCAGTAAATACAACATCCACTTCTGAGCGGTACACTTTTTTACCAATGAAACGTGCATCATCAATGTTCTTACTCG 
CCGCAACAATAATACAATCAGCTTCAGCAATCTGCTTATCAGTTAAAGGCGTTACAGGGGCGACAGATGAATGACATTCGATATTCGCTT 
GCCACTTTAATTCTGTGACTGCTTTTTCTAATAAACCCGCAGCAATAAGGCTGCTTGCTATACCACTTGGGCAAGCCGTTACAATTGCAA 
TTTTCATTATTAATGTCCTTTAAATTAGCAAATAGCGATGTGTTCACTCATAGCCTGTACCGAATTTATGTCTTTAACGCCAACACCAAC 
TTGCGTTACCGCTAGCGCTGATAATGCCGTTGCAAAACGTAATGTTTGCTCTTTATCCCAGTTATTCAGATGCCCCCAGCACATACCAGC 
AACTAAGGTATCACCCGCTCCAACCGTACTAACAACATCCATCGTAGGCGGTTTTGCCTGTAACCACCCTTCTTTGTTTAACCACATAAC 
CCCTTCAGCACCGAGTGATACCACTACATTGGCAATACCTGTGTTTGATAACTGCTGCGCGATTTCGGTTAATGATTTGTCCGCTTGTGC 
CGAACTTTCCGCCCAATGGGCTAACTCTTCATCATTCGGTTTTATTAACCAAGGTTTTACTGCAAGTCCTGCACTTAATGCGGCATTACT 
ACTATCAAAAAATACCTTTTTACCTGCCTGTTGCAATTTTTCAATCCAATTAGCACACACTTCTGGACTAACACCGACAGGTAAACTACC 
CGCAATAATGAATACGTCATGGCTTAACGATAAGTTAAACAGCATGGTTTCAAATTCTACGAGTGCCGCAGCAGTAACGCTTACGCCCGG 
AAAATTAATATCACTAACCTGACTGTTCGCTTCGACTAACTTAACGTTGATACGTGTTGCACCTTGTACGCGGATAAATTTATCTGTGAT 
CTTGGTACGCTCAAACAACTGACAAAAAGGCGCTTCATTTTCAACACCTAAAAATCCAGTCGCTGTCACATCAGCCCCGAGTTCAGCGAG 
TACTTTAGCGACATTCACGCCCTTACCCGCGGGCTCTAATGCGCAATGATTAACTTGGTTTACCGTCCCTTTAGCGAGCGTCTGCAAGTG 
GCCCGTTAAATCCAATGCTGGATTTAGCGTCACGGTTACTACTTTTAATGTTGTTAATTGCATGATCATTATTTACCTTCACCTAATCCA 
GCATCGATACCTTCACCAATCGCTTTTAACGCCAATTCAGCGTCATCGCCTTGGGCTGTAAACGTAAGCACTTCATCGCAACTTTACGCC 
TAAAGACATTAATTTCATCAAGCTTATGGAAACGGCCACTAAAATGGCAATTAGAGCAAAATATTTGGGGATGTAATTGGCATCATTAAG 
TCCAAGTGACATGGCTTGATCGCGGCCCAATCCGACAACATCAAGTTCGCGAATGCATTTTTTAGCCATGATCGCGATGGCGGCCAATGT 
ACCCGCAGCGCAAAGTAAGGTGGCCAGAGTTGCTCTGTCAAAAGAGGCATAACTCAACCCTTGGAAGACTGAAAACTCGCCCGGACTAAT 
CCTTAACTGAATAAATTGTGCCAACGTGGTCAACACCATTGTAAGGACAAAGCCGATCAGCAAGACTTGGTACATGTCTCGCTGGAACTT 
TTGTAGCACCCAATATTGAATTGCCAACGAATATAATAAAATCAAAATCATAGAGGCAAAAAAATTACCCACGACGCCTAGCATTGCGAT 
GCCTCCGGTGCCGAGAAAAAGTAACAATAGAGCCTGAAAAACGAGATAAATAGATTCGTACCCCATAATGGAAGGGGTCAGGACCCGATT 
TCCAGCCAAGGTTTGAAAGGTGATGGCGGCGGTCGCAACACAGCTTCCGCCAATAAAATATGGCCGCTAGCTTTGCCAATCTTTTAGGGA 
TGATGTAATCAAAAATCAAACCCGGAACCGACAAATATAAAGGCGACGGACAGCAGTAAAACCACGGTAGTAGCCATCGTGAACATAAAA 
GTCGTGTTGGTGGCTCTCATGCACGACTCCTTTTGATAATCAAGGCGAGGAACATAACCCCACCGATACCGCTAGCAGTCAGGCCAATAG 
GCACTTCGAAAGGAAAGATCACCAGTCGACTGATGATGTCACAAAATATCAGTAACGAAGCGCCACCCAGTGCCACGATTGGCAGCGTTT 
TTTGCAAATTATCGCCATACCTAAGTGCCACGATGTTCGGGACAACTAAACCGACAAAATGAATAGCGCCGACAGTCACTACGGTAACAG 
CAACGGTAATGGCAACGAGAACAAGGCCAAGTGCCGCGGTTACCGTATAATTGATACCCAAATTTGCAGCCATGTCTTCACCCATCCCCA 
TCAAGGTGAATCGGTGAGCAAAAAAATAAGTCAGCAAGGTGATGGGTAAAATTAAAAATATGATCTCATAGTGTCCTTCCACCACCTTAG 
AAAAGTCACCTATTAACCATCCTTGCATACTTTGTAACATGTTATTTTGATAGGCATAAAATTCAGCCAATGCACTTTACTATGCAAGGC 
AAACATGAGCCCAATAACGGGTTCTTAATC                                                             
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d - 2 : H38ORFcomplement_4, 5 
 
Sequence size : 8580 
Translation Position: 1402 - 2343, 2364 - 4094 
 
GATTAAGAACCCGTTATTGGGCTCATGTTTGCCTTGCATAGTAAAGTGCATTGGCTGAATTTTATGCCTATCAAAATAACATGTTACAAA 
GTATGCAAGGATGGTTAATAGGTGACTTTTCTAAGGTGGTGGAAGGACACTATGAGATCATATTTTTAATTTTACCCATCACCTTGCTGA 
CTTATTTTTTTGCTCACCGATTCACCTTGATGGGGATGGGTGAAGACATGGCTGCAAATTTGGGTATCAATTATACGGTAACCGCGGCAC 
TTGGCCTTGTTCTCGTTGCCATTACCGTTGCTGTTACCGTAGTGACTGTCGGCGCTATTCATTTTGTCGGTTTAGTTGTCCCGAACATCG 
TGGCACTTAGGTATGGCGATAATTTGCAAAAAACGCTGCCAATCGTGGCACTGGGTGGCGCTTCGTTACTGATATTTTGTGACATCATCA 
GTCGACTGGTGATCTTTCCTTTCGAAGTGCCTATTGGCCTGACTGCTAGCGGTATCGGTGGGGTTATGTTCCTCGCCTTGATTATCAAAA 
GGAGTCGTGCATGAGAGCCACCAACACGACTTTTATGTTCACGATGGCTACTACCGTGGTTTTACTGCTGTCCGTCGCCTTTATATTTGT 
CGGTTCCGGGTTTGATTTTTGATTACATCATCCCTAAAAGATTGGCAAAGCTAGCGGCCATATTTTATTGGCGGAAGCTGTGTTGCGACC 
GCCGCCATCACCTTTCAAACCTTGGCTGGAAATCGGGTCCTGACCCCTTCCATTATGGGGTACGAATCTATTTATCTCGTTTTTCAGGCT 
CTATTGTTACTTTTTCTCGGCACCGGAGGCATCGCAATGCTAGGCGTCGTGGGTAATTTTTTTGCCTCTATGATTTTGATTTTATTATAT 
TCGTTGGCAATTCAATATTGGGTGCTACAAAAGTTCCAGCGAGACATGTACCAAGTCTTGCTGATCGGCTTTGTCCTTACAATGGTGTTG 
ACCACGTTGGCACAATTTATTCAGTTAAGGATTAGTCCGGGCGAGTTTTCAGTCTTCCAAGGGTTGAGTTATGCCTCTTTTGACAGAGCA 
ACTCTGGCCACCTTACTTTGCGCTGCGGGTACATTGGCCGCCATCGCGATCATGGCTAAAAAATGCATTCGCGAACTTGATGTTGTCGGA 
TTGGGCCGCGATCAAGCCATGTCACTTGGACTTAATGATGCCAATTACATCCCCAAATATTTTGCTCTAATTGCCATTTTAGTGGCCGTT 
TCCATAAGCTTGATGAAATTAATGTCTTTAGGCGTAAAGTTGCGATGAAGTGCTTACGTTTACAGCCCAAGGCGATGACGCTGAATTGGC 
        1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440 
GTTAAAAGCGATTGGTGAAGGTATCGATGCTGGATTAGGTGAAGGTAAATAATGATCATGCAATTAACAACATTAAAAGTAGTAACCGTG 
                                                   M  I  M  Q  L  T  T  L  K  V  V  T  V   
 
        1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530 
ACGCTAAATCCAGCATTGGATTTAACGGGCCACTTGCAGACGCTCGCTAAAGGGACGGTAAACCAAGTTAATCATTGCGCATTAGAGCCC 
T  L  N  P  A  L  D  L  T  G  H  L  Q  T  L  A  K  G  T  V  N  Q  V  N  H  C  A  L  E  P   
 
        1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620 
GCGGGTAAGGGCGTGAATGTCGCTAAAGTACTCGCTGAACTCGGGGCTGATGTGACAGCGACTGGATTTTTAGGTGTTGAAAATGAAGCG 
A  G  K  G  V  N  V  A  K  V  L  A  E  L  G  A  D  V  T  A  T  G  F  L  G  V  E  N  E  A   
 
        1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700      1710 
CCTTTTTGTCAGTTGTTTGAGCGTACCAAGATCACAGATAAATTTATCCGCGTACAAGGTGCAACACGTATCAACGTTAAGTTAGTCGAA 
P  F  C  Q  L  F  E  R  T  K  I  T  D  K  F  I  R  V  Q  G  A  T  R  I  N  V  K  L  V  E   
 
        1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800 
GCGAACAGTCAGGTTAGTGATATTAATTTTCCGGGCGTAAGCGTTACTGCTGCGGCACTCGTAGAATTTGAAACCATGCTGTTTAACTTA 
A  N  S  Q  V  S  D  I  N  F  P  G  V  S  V  T  A  A  A  L  V  E  F  E  T  M  L  F  N  L   
 
        1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890 
TCGTTAAGCCATGACGTATTCATTATTGCGGGTAGTTTACCTGTCGGTGTTAGTCCAGAAGTGTGTGCTAATTGGATTGAAAAATTGCAA 
S  L  S  H  D  V  F  I  I  A  G  S  L  P  V  G  V  S  P  E  V  C  A  N  W  I  E  K  L  Q   
 
        1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980 
CAGGCAGGTAAAAAGGTATTTTTTGATAGTAGTAATGCCGCATTAAGTGCAGGACTTGCAGTAAAACCTTGGTTAATAAAACCGAATGAT 
Q  A  G  K  K  V  F  F  D  S  S  N  A  A  L  S  A  G  L  A  V  K  P  W  L  I  K  P  N  D   
 
        1990      2000      2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070 
GAAGAGTTAGCCCATTGGGCGGAAAGTTCGGCACAAGCGGACAAATCATTAACCGAAATCGCGCAGCAGTTATCAAACACAGGTATTGCC 
E  E  L  A  H  W  A  E  S  S  A  Q  A  D  K  S  L  T  E  I  A  Q  Q  L  S  N  T  G  I  A   
 
        2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160 
AATGTAGTGGTATCACTCGGTGCTGAAGGGGTTATGTGGTTAAACAAAGAAGGGTGGTTACAGGCAAAACCGCCTACGATGGATGTTGTT 
N  V  V  V  S  L  G  A  E  G  V  M  W  L  N  K  E  G  W  L  Q  A  K  P  P  T  M  D  V  V   
 
        2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250 
AGTACGGTTGGAGCGGGTGATACCTTAGTTGCTGGTATGTGCTGGGGGCATCTGAATAACTGGGATAAAGAGCAAACATTACGTTTTGCA 
S  T  V  G  A  G  D  T  L  V  A  G  M  C  W  G  H  L  N  N  W  D  K  E  Q  T  L  R  F  A   
 
        2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320      2330      2340 
ACGGCATTATCAGCGCTAGCGGTAACGCAAGTTGGTGTTGGCGTTAAAGACATAAATTCGGTACAGGCTATGAGTGAACACATCGCTATT 
T  A  L  S  A  L  A  V  T  Q  V  G  V  G  V  K  D  I  N  S  V  Q  A  M  S  E  H  I  A  I   
 
        2350      2360      2370      2380      2390      2400      2410      2420      2430 
TGCTAATTTAAAGGACATTAATAATGAAAATTGCAATTGTAACGGCTTGCCCAAGTGGTATAGCAAGCAGCCTTATTGCTGCGGGTTTAT 
C                      M  K  I  A  I  V  T  A  C  P  S  G  I  A  S  S  L  I  A  A  G  L  L 
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        2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500      2510      2520 
TAGAAAAAGCAGTCACAGAATTAAAGTGGCAAGCGAATATCGAATGTCATTCATCTGTCGCCCCTGTAACGCCTTTAACTGATAAGCAGA 
  E  K  A  V  T  E  L  K  W  Q  A  N  I  E  C  H  S  S  V  A  P  V  T  P  L  T  D  K  Q  I 
 
        2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600      2610 
TTGCTGAAGCTGATTGTATTATTGTTGCGGCGAGTAAGAACATTGATGATGCACGTTTCATTGGTAAAAAAGTGTACCGCTCAGAAGTGG 
  A  E  A  D  C  I  I  V  A  A  S  K  N  I  D  D  A  R  F  I  G  K  K  V  Y  R  S  E  V  D 
 
        2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700 
ATGTTGTATTTACTGATGCTAAGGCATACTTAGAGCAGGCCGTTGAAAAGGCGGTTGAGCTTGTTAGTAGTAATGACGTGGCCGTTACAA 
  V  V  F  T  D  A  K  A  Y  L  E  Q  A  V  E  K  A  V  E  L  V  S  S  N  D  V  A  V  T  S 
 
        2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790 
GTACAGAAACGGCTATTGCGGGTAAAAATATTGTGGCGATCACGGCTTGTCCAACAGGTGTTGCACATACCTTTATGGCCGCGGAAGCGT 
  T  E  T  A  I  A  G  K  N  I  V  A  I  T  A  C  P  T  G  V  A  H  T  F  M  A  A  E  A  L 
 
        2800      2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880 
TAGAACAAGAAGGAAAGCGTCTAGGACATACGATTAAAGTTGAAACGCGTGGTTCTGTTGGCGCTAAAAATCAATTGAGCAGTGCTGAAA 
  E  Q  E  G  K  R  L  G  H  T  I  K  V  E  T  R  G  S  V  G  A  K  N  Q  L  S  S  A  E  I 
 
        2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970 
TTGCCGCTGCGGATATTGTTATTATTGCTGCTGATATTGATATCGATTTAACCCGTTTTGATGGTAAAAAAGTGTATAAAACCAGTACCG 
  A  A  A  D  I  V  I  I  A  A  D  I  D  I  D  L  T  R  F  D  G  K  K  V  Y  K  T  S  T  G 
 
        2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040      3050      3060 
GTTTAGCATTGAAGAAAACTTCCCAAACAATGGATAATGCCTTTAATGACGCACAAGTATATCGTCATGGTAAAGCGGCAACAAACGAAC 
  L  A  L  K  K  T  S  Q  T  M  D  N  A  F  N  D  A  Q  V  Y  R  H  G  K  A  A  T  N  E  Q 
 
        3070      3080      3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150 
AAACAGGCACCGAAAAATCGGGCGTTTATAAGCACTTAATGACAGGTGTTTCACACATGCTACCGTTAGTTGTTGCTGGTGGTTTGGCTA 
  T  G  T  E  K  S  G  V  Y  K  H  L  M  T  G  V  S  H  M  L  P  L  V  V  A  G  G  L  A  I 
 
        3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      3230      3240 
TCGCCTTGTCATTTGTATTTGGTATCGAAGCATTTAAAGAAGAGGGTACATTAGCCGCCGCGTTAATGACTATTGGTGGAGGTTCGGCCT 
  A  L  S  F  V  F  G  I  E  A  F  K  E  E  G  T  L  A  A  A  L  M  T  I  G  G  G  S  A  F 
 
        3250      3260      3270      3280      3290      3300      3310      3320      3330 
TTGCGCTTATGATCCCTGTACTGGCTGGCTTTATTGCGTTTTCTATTGCGGATCGCCCCGGTCTTGCGCCAGGTTTGATTGGTGGTATGT 
  A  L  M  I  P  V  L  A  G  F  I  A  F  S  I  A  D  R  P  G  L  A  P  G  L  I  G  G  M  L 
 
        3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400      3410      3420 
TAGCAAGTTCAACTGGCGCTGGTTTCTTAGGTGGTATTGTTGCTGGTTTCCTTGCCGGTTATACCGCTAAGTTAATTGCAGAAAAAGTAC 
  A  S  S  T  G  A  G  F  L  G  G  I  V  A  G  F  L  A  G  Y  T  A  K  L  I  A  E  K  V  Q 
 
        3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500      3510 
AGCTGCCACAATCAATGGAAGCACTGAAACCTATTTTAATCATTCCGTTAGCAGCGTCGTTAATCACTGGCTTAGTGATGATTTATGTTG 
  L  P  Q  S  M  E  A  L  K  P  I  L  I  I  P  L  A  A  S  L  I  T  G  L  V  M  I  Y  V  V 
 
        3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600 
TTGGTGGTCCCGTTTCAGCGGCGATGAATGCACTCACTGAATTCTTGAATAATATGGGGTCGGCTAACGCTGTGCTGCTGGGTATTATCC 
  G  G  P  V  S  A  A  M  N  A  L  T  E  F  L  N  N  M  G  S  A  N  A  V  L  L  G  I  I  L 
 
        3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680      3690 
TTGGTGGCATGATGTGCTTCGACCTTGGTGGTCCAGTAAACAAAACAGCATATACCTTTGGTGTTGGCTTATTAGCATCGCAAACCTATG 
  G  G  M  M  C  F  D  L  G  G  P  V  N  K  T  A  Y  T  F  G  V  G  L  L  A  S  Q  T  Y  A 
 
        3700      3710      3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780 
CGCCGATGGCCGCTGTGATGGCTGCAGGTATGGTGCCAGCACTCGGTATGGGTCTGGCGACTTTCCTTGCAAAGCGTAAATTTAATAACA 
  P  M  A  A  V  M  A  A  G  M  V  P  A  L  G  M  G  L  A  T  F  L  A  K  R  K  F  N  N  T 
 
        3790      3800      3810      3820      3830      3840      3850      3860      3870 
CTGAGCAGGAAGCAGGTAAAGCATCGTTTGTTTTAGGTTTATGCTTTATTTCTGAAGGTGCAATCCCGTTTGCTGCTCGCGATCCAATGC 
  E  Q  E  A  G  K  A  S  F  V  L  G  L  C  F  I  S  E  G  A  I  P  F  A  A  R  D  P  M  R 
 
        3880      3890      3900      3910      3920      3930      3940      3950      3960 
GTGTTATCCCAAGCTGTATTGCTGGTGGCGCATTAACAGGTGCATTATCTATGTTGTTTGGCGCTGAATTAATGGCTCCACATGGCGGTC 
  V  I  P  S  C  I  A  G  G  A  L  T  G  A  L  S  M  L  F  G  A  E  L  M  A  P  H  G  G  L 
 
        3970      3980      3990      4000      4010      4020      4030      4040      4050 
TATTTGTTCTGTTAATTCCAAACGCGATTACACCTGTATTTATGTATTTAGTGGCGATTGTTGCGGGTACACTGGTGACGGGTATCAGTT 
  F  V  L  L  I  P  N  A  I  T  P  V  F  M  Y  L  V  A  I  V  A  G  T  L  V  T  G  I  S  Y 
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        4060      4070      4080      4090      4100      4110      4120      4130      4140 
ATGCAGTACTTAAAAAGTCAGATAAGACAGAAGCGGTGATAGCTTAATTAATTTGCCTCTATGTTAATCCAAAGCCAGTTTAAGTTAATG 
  A  V  L  K  K  S  D  K  T  E  A  V  I  A                                                 
 
CTTAAGCTGGCTTTTTGCATTAACGATAGAGACATATGATTTATCCTGTAATAGCGAGTATATTAGTGGCGACTGTTTACATTCAGTATG 
AGCGCATTTGGACACGGAGCAAGTATGCCATCACATTTACCCAAAAAGTTTAGTCACGTATTTTTAAAAATATTTAGTTATATCGAAGCT 
GTGTTGCTTGTTTTAATTACTATGGCGACAATTTACGCGATGGCAAATGACTTTTATCATGTTTATGAAGAACAAACGGTAAAGTTAACG 
GATATCTTGTTAATGTTTATCTACCTAGAAGTACTCGCCATGATCCAGCAATTTGTTGTTAATGGTAAGATCCCTGTTCGCTATCCTATC 
TATATCGCAATCATGGCAATTGCCCGTTATATTACGCTAGGAATGAAAGAACTACAGAGTGTGGATGTTGTCTGGTTATCGGTTGCTGCA 
TTAGTATTAGCAGTATCGACCGTTATTATCCGTGCAGGTCATTTCTATTGGCCTTATAAACCATTAGGTGACGAATAATAACAGCCTTAG 
TAAGGGACTTAATTCCTTGTACTGTTTAATCTTTTACACAAATAGTAGACGTTTGTAGCGGCTGTTGGATTGCCGCTATTACTTTCTCTG 
GTGATTGAATAAAGGTTTTATTGAGTGACTTGCTATCTAACTTAGTCTCTAAATAATGTACATAGTCGTTCACTTTATGTTCCGCATAAG 
CGGTCGGGTAACTCACCTTACATGCTTGATACCACTGCACATAATTATCAAAGAACTGACTGGCATTATCCGCTGGCATTGCCGACATTA 
AGTTGGCCATATTACGGCTGACTTGAAAGTGCTGGTAATCAATCGGTGTATTCCAAAAACCACCCCAATATAAAAAGCCATTATCAGCAA 
AGGTAGCGACAACATCTTCAGCAAAGCCTTGGCGTTCATCTTTACCGTATCTAAATTTCATTCTATTCGCGTATTTAGCACCATCGCCAG 
GCTTGAATCTTGCGCTACCTTGTTCACCAAACTCAACGAACGGGTTCTGTTTTGGGTTAATGTCAATAGCTAAACCATAGGCATGAACTG 
ATAGTGAACGCTTACCTGTGATAGGGCGATAGTTAAATGCGGAAGTGTTATTGTCTGCCATTGATAGGTCATCATTACCGTGATAGTGGC 
GGATTGGTTGTGCTTTATTGATGGGAAATTTCAATTCATATAAACGATCAAAGATCGTTGCTACGTAAGGTGATACTGCATCCATGACGA 
TAATTGAACCGTTATTATGCTGCTGATCCTGAAAATCGATATACTTGAATTGTACTTGTCTTAAACGCCTACACTGCACAGGCGCTGCTG 
AGGACATAACGCCCGCATTTGTCATTGCACGACAGTCTTTGCCTGACAATTCAGTTATATTTGCAGCCGAAACAGGCAACAGTGAATTAC 
AGATTAGCGCTGGGATTAATCTTTTAAACCAATATGTTGACATATTATTCCGTTCATTTGACCATGTTTTGATCATCTTAACGTGCAGCT 
GATAAATGTAAATACGTAATTATTTTATGCATGTGCTCTGTCGCGGCTTATCTTAATTCTGTCAGCTATAATGGATGAGGGAATATTGAT 
TTAAACGCTGAGTATTGGCGCATATATTCAACAACATAAGGAAGTTTGATGCATAAAATAATAGCAATGGCATTGTTTGCAGGTCTACTC 
ACGGGTTGTGAAACGTCATCTCAGGCTTATAATATGGCGCAACAAGGCGCTGATGCTTTTTCGTGTACCGAAATCAGTAAAGCATTTTCA 
GCTTATGAAATGGATCGGCAGTCTACATCGGGGCTAACGGTACTTGCTCCGCTTATTTCTGCTGATATTGGCTCTATGACTCAAAGTGCA 
GCTACAACGACAGATACTTATTATGCTCAAGCTAAATCGAGTGCGAATATGACGCTGCTGCTGAAAGGTTGTACGCCTATTATGTAATGG 
GCATATTTGGGATGTGAGGAATAAGCTGAGGTAGTACCATCAGCTTATTCCTCTATATTAGATAAGACGTAAATGTAGCTTAATGTCGGC 
TAGCGTTACTAGCCTGATGGCATTGCTAGAATTTCGGTAACGTTAATACTGGTAGTATATTGCACTAACTTAGGCTCTTGTTGGCTACGT 
GCTAATACCGCCATACGGTCTGATAGCTCGTTTCCTTCGATATTTGCATGACCTTTAACATGTGAAATAATTAAATTGGATTTTAATTTC 
TCGTACAAACTAAAGCATTGTTGAATAATGGCTAGGTTTTTAATTTCTTCATTCTTACCACGTTTCCAACCTTTATTTTTCCAACCTTTT 
GCCCACTTAGTGATGCAATCAATCGAATATCTAGAGTCAGATAGCACTTGTACTGTTTTACCTTGTTCTATGTGTGAGGCTGCAAAGCGG 
AAGGCGACTAATAAACCATTTAATTCTGCTGAGTTGTTCGTCCCGTTAGCTTCGTATAAGCCGTACCATAATTGTGACAGCTTATCTTTT 
TCATAAACAGCCATGCCTGTACCCGATTTGCCCGGATTAGGAGAGCAAGCACCATCACAATAAATGTTGAGATCTGCAACTTGTGGTGGT 
GTTGATAGAATTGACTTAGATGCACCTGCAGGGCGTGTTGCTTTTGGTTTAACACCTGAACCTGTCGCCCCTTCTTTTGCTAATGAGCGT 
TTCATTAATGCGCGAGTATAGGTTGAGGCGAATGCTTGGTCTGCTTCTTCTTTTGATGGGAAACCCATGTATTGCGCATCACTGCGGCCA 
TCAATCTGTGCTTTAGTTTCAGACCAATTATCAAATACCCCAGTCTTCACACCTTTCCATACTACGTAATGTTTTTTACTCATAACTTAA 
TTTAATACTCTTAAAGTTTAATGCCTAAATAATAAATGCCTTAAGCCAAATTACCAACTATAACCATAGCCTTGTACACAATTCATGCGT 
TATCAAGCGGGCTATTTATTATATTTTTTCATTTTCGATAAATGTTTTAATCAGGCGTACGACTAAGTCGGGTTGTTCATTCGTGACCCC 
ATGACCCGTGTCGGGTATAACAATAAGGGGCGCTTGTATTTTTTTACTCAGGTAAATGCCATGTTCAACAGGAAATACACGATCTTTTTC 
ACCCCAAATGAGCAATGTTGGTGTTGATGATACTGGCGCCTCGAGTAAAGCATCTCGATCGGGCAGGTAATGATTGAACCATGGCTATTT 
TCTGTTTATGCCAAGCGGCAAAGTAAGTTTGATAAATTTGATCTGCAATAAAATCGGGCATCATTTTAGGTTCAACAAAAATACCACCAA 
ATAAACGGCGTAATTCATCGCTGTTCTTTGGTATAAAGAAGTCCTCTGGTTTATCGACAGCAAATCGTTTGTTTAACGCAGCAAGGTCAT 
CATCACTGAAGTAGGGGCCAGGACTGGCGATGATGATGGCTTTATTAATTCGGCTATCTTGAGTGTTATTGAGCATATTAAAGGTGATAA 
AGCCGCCATAAGAGATACTGGCAATATTGACATTATCAAGCTGTAATTGATTGACTAACTGCCATATTGCTTGTGTTTCTGTTGCGAGGT 
TAGCTTCACCTGTGCTAAAAGAGTCACCAAACCAAGCTAGGTCTGGTGCGATAACATCATAATCTTTGCTGAGTGCCAGCATTTCTTTTT 
TCCATGTCGTGACGGCATTGCCACCAAATCCATGAAGCAGTAATAGTGGCTGTCCTTTACCTCCACGCCAATAACTCAGCGAACCACCTT 
CTTCTAAACTCATCAGGTGCTGCTCAAAGCCCACAGATTTTAAGCTATCTTCATCCGAGTCTATTTTCCAGCGAACAACCGAACAGCCTG 
TTAATAATGAAAAACATATATAAATAATGAATAATTTTAGCTTGTTGGAAATCATATCGTTTGGCCGATTACTGAGGGAATATAAAACAA 
TACCTTAGATTGGAGGTAAATAAAATAACATTAATTTAACTTAGTGGTATCAAAAATAATATTATTTAAGTGGTAGGTATGAAAGAGTAA 
ACGGTGATTTAGAATGAATGAATGGCAGAAATCAAAAAGCATACCAGCCATTTGATGTTGGCATGCTTTTTAATAAACAGTTATTTATTG 
GCGGTTAGCGCTTTTTCTTCGCTTGTTTCTGTAATGCCATATCAAATTCGTCAGGGAACATAATAAGACCTTCGTCATCAAGATTTGGGA 
AGACAACGATAGCTAAGTCATCATCCATTAAACCAGATGTCCAGCGGCTTTGCCATTTAGCTAATGAAATAGATTCTGTTTTACAGTGTT 
CCCATTCGCCAGTAGCCCAAGATTGTGCAAACTCTGCGTTAGGCCATACTGGCACACAATCTTCATCATCGTTATTTAGCATTACACAAC 
CGTTTTCTCGGTAATTTGAAGAATCCACCG                                                             
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AAGCTGGGGTAATAAACTGAATTGGGTGTAATCGGTGGGCGAAAAAGTTAATTCTAGATCACTGATTGCCGGGTCAAACAGCACTACTAT 
TTAAACCATTATAAAGTTGAGCGAGGGCAGGGGTTATATGCGTAGCAAGCTCATGGGCCAAGGGTGTTGGCTCCATCACATTATTAATAC 
GAATAAATAGCTCATCTGCCAAGTGTTTTCTCAGTCGGGATAACCCATGACTAAACGCTGACTGACTAAGATAAATTTCATTGGCGGCGA 
TGGAGACCGAGCGATAGCGGTACAAGGCGTCGAATAAAAGTAATAGATTTAAATCAATTTGATGTAGATTCATTATGAATGCAGCTCATC 
TAGGTGTGAATACAATGCATTGGTATCATAGCACTTCAATCGCTATGATAGACCAATAATTAATTACTAATATAAAGGAACAACAAGTGA 
ATCAATTGTCCATTCGTCCAGCAGTAGCAACAGATAGTAAATTAATTCTACATTTCATTAGAGAGCTGGCTATTTATGAAAAAGCGGAGG 
ATGAAGTGCATGCAACGGAAGAAACTATTGAAGCAACTATTTTCTCTAAAGATAACCATGTCAATGCGTTAATTTGTCAGCAAGATGACC 
AACCAGTGGGTATTGCTATATATTTTTATAACTACTCAACTTGGTTGGCAAAGCCTGGACTTTATTTAGAAGATCTTTATGTTTCGCCTG 
AGTACCGTGGTAAAGGTGCCGGTAAACTATTACTGAAGAGAATGGCGAAAATTGCCTTACAAAAAGGTTGCGGTCGATTTGAGTGGAGCT 
GTCTTGATTGGAATAAACCGTCACGCGATTTTTATCATTCGATTGGTGCCGAGTCACAAGATGAATGGGTTGGCTATCGTATGTCGGGAC 
AAACTTTGATAGATTTTGCTGAATAAAATTAATGTTACTTACATTGGTTTTTTTGGAGAAATTATGACTCTTATGTCAGGAATACTGCTA 
TTTTTTTCAATGTTGATATCGGCACTGATTCCCGGACCCAGTGTAATGGCTATTATTTCTCGTTCTATTACGTTAGGAGCGAGGCACGGC 
CTAATGGCCGCATTAGGCACACAGTTGGCTGATTATATTTTAATTTGCTTAGCATTGACTGGACTCTCGACAATTTCATCCATACTAGGC 
GAGTTTTCTGTAGTGTTACAGTATTTAGGCGCTAGTTATTTAATATGGTTGGCTTATCGTATTTGGCGAGCAGATATAGTATTAAGTGAA 
GAGATTGAGCCTAAAGCTGGCAGTTTAACGTCCAGCCTCTTTGTCGGGTTAGTTACTGGACTTGCCAATCCTAAAGCTATTCTATTTTAC 
ATGGGATTCCTTCCTGCATTTATTGAACTATCAAGTATTAGATTTCATGAAGTTGTTATAATTTTGCTGATATCAACCTTTGCTGTTGGA 
GGCGTACTTAGTGCCTATGCTTGTGCAGGTGCTAAAGTCCGTCACTTATTCAGAGGCCAAAAGACAAGACGAATGATGAATCGGTTATCA 
AGTGGTATATTGGCGTCGTGCGGGGTAATACTTGCAACAAGGGTTTAATATACGGACACATTTTGTCCATATTTTCAGTAATGCTAAATC 
TACACTTTACAGTCCAAGCACTAAGCCATTGCTGTCCACCTTTGGCTTAGTGCAATCACGCTAAGCCAAATTTGCCCCAAAGTGGCTTAG 
AGTTTTAGCTCAATCAGAATCTTAACATATCAATTTTTCTTACATTTACTAATGCAGAGAATCGGGTCCGTTTCTCATTCCATATAATGT 
ATAGAAGTGAGCCTAGACCAGAGCATTGCTTTTCTTTACATTTTCTTTACATTTTCTTTACATTTAAACCCATAATGTCTTACAGGTCAC 
        1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980 
CAAATTTACTACCACTATGGTGTTATATTGCGTTTCGCAATTTTATTAATTTTCGATTTAACAGTATAGCGTAGGAAAATGTTTATGAAA 
                                                                              M  F  M  K   
 
        1990      2000      2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070 
AAAAGTATATTATTATTGAGTGTGTGTAGCCCTCTCTTATTTCACTCCGCGCATGTGTTATCACAAGATAACTCTTATGTTGACGTCAGT 
K  S  I  L  L  L  S  V  C  S  P  L  L  F  H  S  A  H  V  L  S  Q  D  N  S  Y  V  D  V  S   
 
        2080      2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160 
AGTGAGATTTCAGGTGAAGGAAACACAAATGACAACACCTACATGTATGCGGCGGGTAAAAATAATGGCTTTATGTATAGCTATTATTTC 
S  E  I  S  G  E  G  N  T  N  D  N  T  Y  M  Y  A  A  G  K  N  N  G  F  M  Y  S  Y  Y  F   
 
        2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      2250 
AAAGTGCAAGGGAAAAATAGTGATAATTATTATAGAGGTTCGGTTCCTTTACTAGAAGATGATACCTTCAATGTAAATGAAACATATATC 
K  V  Q  G  K  N  S  D  N  Y  Y  R  G  S  V  P  L  L  E  D  D  T  F  N  V  N  E  T  Y  I   
 
        2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320      2330      2340 
ACAGAAGTCAGTATAGGGAGAACTTATGCTGAAGCAAGGGGCGATAAAAGTAGAGATGGCCATGTTTGCTTTAGAGAGTCGTGCGATATA 
T  E  V  S  I  G  R  T  Y  A  E  A  R  G  D  K  S  R  D  G  H  V  C  F  R  E  S  C  D  I   
 
        2350      2360      2370      2380      2390      2400      2410      2420      2430 
GATGCATACAAAATTGGGAAAGAGAATGAAAGTTCTATTCAGTATGGAACTAAATATTTAGGAGAGTGTGTGCTTGGTGGTGAACGCGGA 
D  A  Y  K  I  G  K  E  N  E  S  S  I  Q  Y  G  T  K  Y  L  G  E  C  V  L  G  G  E  R  G   
 
        2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500      2510      2520 
GCTGCAACTAAGTTGTTTTATTATGAAAAAGCCGAGAACAAAACTTTCCGAAGTGAATACCAGGATTCAAAAGCAATCCATTTAGATCCA 
A  A  T  K  L  F  Y  Y  E  K  A  E  N  K  T  F  R  S  E  Y  Q  D  S  K  A  I  H  L  D  P   
 
        2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600      2610 
TGGAACCACCCTGGAAAAAACTCTTGCGATACGGATAAGAGTGGATATCCTGTAAATAGCAATGGTGAAGCAATAAAACTTTGTGGAAAG 
W  N  H  P  G  K  N  S  C  D  T  D  K  S  G  Y  P  V  N  S  N  G  E  A  I  K  L  C  G  K   
 
        2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700 
TTAGACAGCTATAATAACTTTCCAAATTGTTATACTCACATACAAATTGATCAAGACTATAACGTAGGTACAACTTCGGACGTCTTAGTT 
L  D  S  Y  N  N  F  P  N  C  Y  T  H  I  Q  I  D  Q  D  Y  N  V  G  T  T  S  D  V  L  V   
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        2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790 
GACATCCTTGACGGTGCAACCCTACAAGGTCAACAAGTTATCCCAAAAGATTATGAGACCCCAGTTGATGCCTTCTTAGGGATACAATAC 
D  I  L  D  G  A  T  L  Q  G  Q  Q  V  I  P  K  D  Y  E  T  P  V  D  A  F  L  G  I  Q  Y   
 
        2800      2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880 
GCGGAAGCTAAACGATTTTCAGCCCCAGTCAGATATCATTACCTTGAGAACAGTATTATTGATGTTACAAAGCCGGGTAATATCTGCCCT 
A  E  A  K  R  F  S  A  P  V  R  Y  H  Y  L  E  N  S  I  I  D  V  T  K  P  G  N  I  C  P   
 
        2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970 
CAAGTTCTTCACACTATGGAAGAAAATGGCGTTGCAGTAGAAACAATGGGTGAAGACTGTCTTAATGCTAATGTATGGCGACCATCGGGA 
Q  V  L  H  T  M  E  E  N  G  V  A  V  E  T  M  G  E  D  C  L  N  A  N  V  W  R  P  S  G   
 
        2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040      3050      3060 
ACAAATAATGGGGACAATTTACCTGTGTATGTGTTCATACACGGTGGTGCATTTGAGCTAGGCTCCGGAACTCAGGCTTTATTTAATGGC 
T  N  N  G  D  N  L  P  V  Y  V  F  I  H  G  G  A  F  E  L  G  S  G  T  Q  A  L  F  N  G   
 
        3070      3080      3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150 
GAGAATATAGTGTCTAAAAATGCCGAAGAAGGCAACCCTTTCATTTTGGTTAGTATCAACTACCGTTTAGGGATACTAGGTAGTTTCTAT 
E  N  I  V  S  K  N  A  E  E  G  N  P  F  I  L  V  S  I  N  Y  R  L  G  I  L  G  S  F  Y   
 
        3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      3230      3240 
AAAAATGACGAAACCTCTGGCAACTACGGTATCTTAGACCAAAAATCAGCACTAAAATGGGTTAATGAAAATATAGAGCAGTTCGGTGGT 
K  N  D  E  T  S  G  N  Y  G  I  L  D  Q  K  S  A  L  K  W  V  N  E  N  I  E  Q  F  G  G   
 
        3250      3260      3270      3280      3290      3300      3310      3320      3330 
AATACCAGTGATGTAACAATATTTGGTGAAAGTGCTGGTGCAATGTCTATCGGTATCCAACTAATGGATGAAGAACAGAACGGTGATTTA 
N  T  S  D  V  T  I  F  G  E  S  A  G  A  M  S  I  G  I  Q  L  M  D  E  E  Q  N  G  D  L   
 
        3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400      3410      3420 
TACCAGCGGGCGATTATGGAAAGTAACCCTTATGGCATCAAATACAAAAATAAGAAATCAGCTAAAAGGCTTGCACAAAGGACAATTAAA 
Y  Q  R  A  I  M  E  S  N  P  Y  G  I  K  Y  K  N  K  K  S  A  K  R  L  A  Q  R  T  I  K   
 
        3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500      3510 
AAATTACATAAGGGCCAACATATCGATACAATGCAGTTTAAAGAAATAATAGATCTACAAACGAAAATGGCCGCTCCACGAGCTCAGATG 
K  L  H  K  G  Q  H  I  D  T  M  Q  F  K  E  I  I  D  L  Q  T  K  M  A  A  P  R  A  Q  M   
 
        3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600 
TGGAGTCTACTAAGTAGCAAACCAGCAACATCAGGCTTACTTTCATGGGCACCTTATATTGATGAACAAGTAATCAAGAGCCAACCAAAT 
W  S  L  L  S  S  K  P  A  T  S  G  L  L  S  W  A  P  Y  I  D  E  Q  V  I  K  S  Q  P  N   
 
        3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680      3690 
GAATTAGCAACTATCGATAATGTTGATGTGACACTTGGATTTAATACTGATGAATCTAATATTTTTGTTGCTCCCTTCGATGCAGCACTC 
E  L  A  T  I  D  N  V  D  V  T  L  G  F  N  T  D  E  S  N  I  F  V  A  P  F  D  A  A  L   
 
        3700      3710      3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780 
GATATTCCTCAGAGCTATAACATCTTAGTGGATGCATTTTTTGGGATAAAGAAAGGAACTGCATTAAGAAAATTACCTGAATTTAAGCTT 
D  I  P  Q  S  Y  N  I  L  V  D  A  F  F  G  I  K  K  G  T  A  L  R  K  L  P  E  F  K  L   
 
        3790      3800      3810      3820      3830      3840      3850      3860      3870 
GGCCTTTTTACTTCAAAAGAAAAACGTAAAGCCACTACGCGTAATCTACTGAACCAAACTCTATTTTATTGTCCATCTCAAAAATTTGCT 
G  L  F  T  S  K  E  K  R  K  A  T  T  R  N  L  L  N  Q  T  L  F  Y  C  P  S  Q  K  F  A   
 
        3880      3890      3900      3910      3920      3930      3940      3950      3960 
CAACAGGTCAGTGAGAAACATGGGAATGTATCTCTGTATAAATTTGAATATAAGCCTGAGTTCACCGTGTGGCCAGATTACTATGTACCA 
Q  Q  V  S  E  K  H  G  N  V  S  L  Y  K  F  E  Y  K  P  E  F  T  V  W  P  D  Y  Y  V  P   
 
        3970      3980      3990      4000      4010      4020      4030      4040      4050 
AGTTTTACGGATACATGTAAGCCATCAGAAAACTCATGCCACGGTGCCGAATTACCATTCGTGTTTGGCAATGAACTAAATCTAGTATCT 
S  F  T  D  T  C  K  P  S  E  N  S  C  H  G  A  E  L  P  F  V  F  G  N  E  L  N  L  V  S   
 
        4060      4070      4080      4090      4100      4110      4120      4130      4140 
GGGCCTGCTGAATTCTCAGAAAAAGATCGTGAAGTAAAAAATAGCTTAATGACAAAATGGCTGGATCCAGCTACATTCGCCCTTTACCAA 
G  P  A  E  F  S  E  K  D  R  E  V  K  N  S  L  M  T  K  W  L  D  P  A  T  F  A  L  Y  Q   
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        4150      4160      4170      4180      4190      4200      4210      4220      4230 
GACGACGACGATGATAACATCACAATATTAAACGTTTATGGCGATTTTGTTAATGAATCCGATTGGGATAACAGGTTAAATAATGGGCTT 
D  D  D  D  D  N  I  T  I  L  N  V  Y  G  D  F  V  N  E  S  D  W  D  N  R  L  N  N  G  L   
 
        4240      4250      4260      4270      4280      4290      4300      4310      4320 
TGTCAAAAAATTAACGCGATCATGTATTCTGATGTTGCGGAAAACAGTTATTTTACTTCTTTCCCAGACAACCTTGATCTTCCGGTAAAT 
C  Q  K  I  N  A  I  M  Y  S  D  V  A  E  N  S  Y  F  T  S  F  P  D  N  L  D  L  P  V  N   
 
        4330      4340      4350      4360      4370      4380      4390      4400      4410 
GATTCGACATCGACTCTACTTAATGTAGGAGAGACTATTCATCTTATTAGGAAAGTAAGTTCAGTGTCGAATGAAAATGCTTTTTACGTT 
D  S  T  S  T  L  L  N  V  G  E  T  I  H  L  I  R  K  V  S  S  V  S  N  E  N  A  F  Y  V   
 
        4420      4430      4440      4450      4460      4470      4480      4490      4500 
ATAGACCAAAATGAAGATGGCTTTATTACTGAAGAAGACACAATACAAGTGGAGAACGGCATACCTTCTGCTTATATGTATGACAATCAT 
I  D  Q  N  E  D  G  F  I  T  E  E  D  T  I  Q  V  E  N  G  I  P  S  A  Y  M  Y  D  N  H   
 
        4510      4520      4530      4540      4550      4560      4570      4580      4590 
GAACGTGACTTTAAGGCGGGTGACTATACGCTCTCAATTATTAGTCAAGCAGCGGAGAAGCAATTCTTCGACTATACATGCCGGGATGTA 
E  R  D  F  K  A  G  D  Y  T  L  S  I  I  S  Q  A  A  E  K  Q  F  F  D  Y  T  C  R  D  V   
 
        4600      4610      4620      4630      4640      4650      4660      4670      4680 
ATGGCGAGGGAATCATCCATAGAATATATAACTATGAGCGACCCTGGAAATAGCGCGTATCACACGATAATAAATGATTGTTTACATACA 
M  A  R  E  S  S  I  E  Y  I  T  M  S  D  P  G  N  S  A  Y  H  T  I  I  N  D  C  L  H  T   
 
        4690      4700      4710      4720      4730      4740      4750      4760      4770 
GGACCTGACTACCAAACATATTCTCCCAGCGCACGCGTAGACGCTTACATTATGCTTGAAGTACGAGAACATACTGGTGATGTGAGTGTT 
G  P  D  Y  Q  T  Y  S  P  S  A  R  V  D  A  Y  I  M  L  E  V  R  E  H  T  G  D  V  S  V   
 
        4780      4790      4800      4810      4820      4830      4840      4850      4860 
AATAAGTGCCAAGATATTCCAGCAGTTGATATCAGCAAGCAATATAAACCAGGTAACGAAGTCTCTTACCAAGGTAATGTTTACCGTGCA 
N  K  C  Q  D  I  P  A  V  D  I  S  K  Q  Y  K  P  G  N  E  V  S  Y  Q  G  N  V  Y  R  A   
 
        4870      4880      4890      4900      4910      4920      4930      4940      4950 
GAACGTTGGACAGATACTGGCAGAGCAGCAGATGCACAGTATTCAGGTTGGGTATTAGTCGGGCCGTGTGCATAACACCTGGTTAACCCT 
E  R  W  T  D  T  G  R  A  A  D  A  Q  Y  S  G  W  V  L  V  G  P  C  A                     
 
TATCTATGAAGTTTGACCCTAAGACAATTTTGTCCATCAATGGCTTAGAGTGATAGCTCTAAGCCGAAACTGCCCCAATTCAATTTAGAG 
CTACTAATCATTTATTGTGATCATTTATTGATTAAAAGGCAAGCAAGATGAATAAGGTTTTTGATTTAGAAAAGCTAATGTGGAAGGTTT 
TTTTGTATTGTTTATAAAGTTATGCCTGTCCCATCTCTTCTTATTCAAAAAAGAGGCGTAAAAATCAAAATTATAAAGGACCGGTGGGCG 
ATTATCGGGATTTTCGTCGCCAGCTCCTCCTATCTCGAACTTACGGGAGCATAGCCACTTATGCGCCGCTTTCTATCGAAGCACGAGATA 
CAAAGTTGATCCTTCTTCAACAGAATAGTCTGCAACCGTCTTACTGTCCTCAACTTGCTGCCCTAAATATATAAGACGAAACGCTTCAGG 
TGGCATCCCTCCTTCTTTATCTTTTATCTTTAATTTAAGGACTTTAATAGTATCCGTTAGCTCTACACCATAAGTTGAAACTCGGTTAGA 
TCCTGCGATCTTTTTTACGTTAATTTGTATACTCATGAACAATTCCCTGTTGAAAGTTGAAATATATACGATTACGTGGACTCTAAGCCA 
TAAAACCGTATTAATACTTTATCATTAACATTATATTGTCAAGTCAAATATGCAGCAATAAAGGATAGGAAACAACAATTTACCAACCTG 
TATCATCATATAACCGAAAGCCTGTTAAAAGACAATTTCCTAAAGTTTAAACGCAACTCAGCGCCTGGCTGTGATGGCGTAACATGGGCT 
AAGTATCTTATGTTTAGAGGATAAAATTGTCCAGCAAGCCACAGTGCAAGTGCTAAACCAAATATACGAGGTCGATTTTATGGGCTTCTC 
ATATGGTTTTAGGCCGGGTAAAGGCCTGCTTTATGCGCTGGATGCTTTACACATAGCGATAATGAAAAGGAGACAAGCGTCGACTTCTGG 
Table. 10　相同性検索一覧	 
ORF ID No. of a.a. 
Accession 
number　	 	 Difinition	 
Identity 
(%) 
Positives 
(%) 
E15ORF 783 
ZP_21221410 lipase [Vibrio campbellii CAIM519] 34% 51 
ZP_17781180 extracellular lipase [Vibrio cholerae HENC-03] 35 50 
E21ORF 303 
ZP_01898740 
putative lipase/esterase 
protein [Moritella sp. 
PE36]  
87 93 
YP_130084 
lipase/esterase protein 
[Photobacterium 
profundum SS9] 
34 55 
E28ORF 
_1-2 838 ZP_01896542 
ABC-type transport 
system, permease 
component [Moritella sp. 
PE36]  
94 97 
E28ORF_3 401 ZP_05883988 
permease [Vibrio 
coralliilyticus ATCC 
BAA-450]  
50 71 
H38ORF_1 258 ZP_01899209 
hypothetical protein 
PE36_02614 
[Moritella sp. PE36]  
83 91 
H38ORF_2 265 ZP_01899211 ribonuclease HI [Moritella sp. PE36]  97 98 
H38ORF_3 327 ZP_01899213 
hypothetical protein 
PE36_02634 
[Moritella sp. PE36]  
86 94 
H38ORF_4 315 ZP_01899881 
putative 1-
phosphofructokinase 
[Moritella sp. PE36]  
84 90 
H38ORF_5 581 ZP_01218504 
PTS system, fructose-
specific IIBC component 
[Photobacterium 
profundum 3TCK]  
80 88 
H39ORF 988 
ZP_17780755 
carboxylesterase domain 
protein [Vibrio cholerae 
HENC-03] 
37 56 
ZP_01259676 
para-nitrobenzyl esterase 
(intracellular esterase B) 
[Vibrio alginolyticus 
12G01] 
37 56 
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Fig. 14　有意な相同性を示したエステラーゼ・リパーゼとの系統樹  
 (近隣結合法による)	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培養時間 
(hr)	 
培養温度 (℃)	 
37 30 25 16 8 
4 0.073 0.048 0.082 — —	 
6 0.094 0.081 0.082 —	 —	 
8 0.094 0.095 0.10 —	 —	 
24 0.081 0.11 0.23 —	 —	 
72 —	 —	 —	 0.039 0.0068 
144 —	 —	 —	 0.045 0.0065 
Table. 11　ベクターpQE80Lにおける発現条件検討	 
培養時間	 
(hr) 
培養温度	 (℃) 
16 8 
72 0.13 0.0070 
144 0.048 0.0075 
Table. 12　ベクターpQE70における発現条件検討	 
培養時間	 
(hr) 
培養温度	 (℃) 
37 30 25 
24 0.032 0.0460 0.29 
Table. 13　ベクターpET-28a (+) における発現条件検討	 
62	
Fig. 15　ベクターpET-28a (+) における条件検討の細胞破砕上清の 
 SDS-PAGE  
 (左から3レーンずつ、37 ℃培養、30 ℃培養、25 ℃培養)	 
37 ℃	 30 ℃	 25 ℃	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